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Tabelle A1: Die Induzierbarkeit des uehA-Promotors in verschiedenen R. pomeroyi-






Bakterien benötigen, wie alle lebenden Organismen, Nährstoffe um ihr Wachstum und Überleben zu 
sichern. Da Stickstoff bis zu 10 % der bakteriellen Trockenmasse ausmacht (1), stellt in den meisten 
Habitaten reduzierte Stickstoffverbindungen den limitierenden Wachstumsfaktor dar (2,3). Um diesem 
Stress entgegenzuwirken, haben Mikroorganismen die Fähigkeit entwickelt, ihren Metabolismus an 
das fluktuierende Angebot von Kohlenstoff- und Stickstoffquellen anzupassen. Die stickstoffhaltigen 
Aminosäurederivate Ectoin und 5-Hydroxyectoin (4,5) sind osmotische Schutzsubstanzen, die von 
einer Vielzahl bakterieller Spezies synthetisiert und akkumuliert werden können (6,7). Durch aktive 
und passive Prozesse, wie Zelllyse, Diffusion und die Öffnung von Effluxsystemen gelangen diese 
kompatiblen Solute in das externe Medium (8–12). Auf der Erde wird jedoch keine natürlich 
produzierte, organische Verbindung akkumuliert, sondern wird entweder wieder in ihrer 
ursprünglichen Funktion in die Zelle aufgenommen oder aber dem mikrobiellen Metabolismus 
zugeführt (1). Eine wichtige sekundäre Funktion von Ectoin und 5-Hydroxyectoin ist daher deren 
Nutzung als Kohlenstoff-, Stickstoff- und Energiequelle, entweder als zellinterne Reserve des 
produzierenden Bakteriums selbst oder als externes Substrate, das von anderen Mikroorganismen 
freigesetzt wird (8). 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Katabolismus von Ectoinen durch das marine Bakterium 
Ruegeria pomeroyi DSS-3 untersucht (13,14). Basierend auf der Hypothese eines katabolen 
Mechanismus für die Umwandlung von 5-Hydroxyectoin zu Ectoin und dem anschließenden Abbau 
zu L-Aspartat [persönliche Kommunikation J. Heider; in (15)] wurden die physiologischen, 
genetischen und biochemischen Voraussetzungen des Katabolismus analysiert. Eine chromosomale 
Deletion des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-ssd-atf-Operons verhinderte das Wachstum von 
R. pomeroyi DSS-3 auf sowohl Ectoin als auch 5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle. 
Bioinformatische Analysen zeigten, dass diese Fähigkeit ausschließlich auf das Phylum der 
Proteobacteria beschränkt ist und einer hohen genetischen Diversität unterliegt. Durch 'Northern Dot 
Blot'-Analysen und Reportergenfusionen wurde gezeigt, dass die Transkription des Genclusters 
sowohl von einem konstitutiven als auch von einem substratinduzierbaren Promotor erfolgt. Der 
MocR -Typ Transkriptionsregulator EnuR ist sowohl Repressor als auch Aktivator des vorliegenden 
Genclusters und ist neben seiner prosthetischen Gruppe Pyridoxal-5'-Phosphat auch von zwei 
Stoffwechselintermediaten als interne Induktoren abhängig. In dem katabolen Ectoin-Operon wird 
zusätzlich für den Transkriptionsfaktor, der 'feast-and-famine'-Familie, AsnC (16,17) kodiert, welcher 
neben EnuR für die Aktivierung des Promotors verantwortlich ist. Für die Aufnahme und den 
Katabolismus von alternativen Stickstoffquellen ist in vielen bakteriellen Organismen, so auch in 
R. pomeroyi DSS-3, unter anderem auch das NtrXY-Zweikomponentensystem (18,19) zuständig. 
Basierend auf biochemischen und genetischen Untersuchungen, wird ein Modell für die 
transkriptionelle Kontrolle des katabolen Ectoin- Genclusters beschrieben, welches von den zwei 








Like all living organisms, bacteria require nutrients to ensure survival and growth. These nutrients 
must contain the required chemical elements for the synthesis of cellular macromolecules and the 
activity of all enzymes and translocation systems. (1). Since 10 % of the dry mass of a bacterial cell 
consists of nitrogen (1), this element is often a limiting factor to growth of the bacterial cell (2,3). To 
counteract this stress, microorganisms have developed the ability to quickly adapt their metabolism to 
the fluctuating supply of different carbon and nitrogen sources. 
The amino acid derivatives ectoine and 5-hydroxyectoine (4,5) are osmotic stress protectants that are 
widely synthesized and accumulated by a variety of bacterial and archaeal species (6,7). Through 
active and passive processes such as cell lysis, diffusion and the opening of transient efflux systems, 
compatible solutes are released into the external growth medium (8-12). In natural habitats, no 
naturally synthesized organic compounds are accumulated, but rather are reused or degraded by 
microorganisms. Therefore, an important secondary function of ectoine and 5-hydroxyectoine is their 
use as a carbon, nitrogen and energy source, either as an internal reserve of the producing strain or 
as an external substrate, which was released by other organisms (8). 
The main focus of this study was on the catabolism of ectoines by the marine bacterium Ruegeria 
pomeroyi DSS-3 (13, 14). Based on the hypothesis of an enzymatic mechanism for the conversion of 
5-hydroxyectoine to form ectoine and its subsequent  degradation to L-aspartate (personal 
communication J. Heider; in 15), the physiological, genetic and biochemical requirements for the 
catabolism of ectoines were investigated. A chromosomal deletion of the enuR-uehABC-usp-
eutABCDE-ssd-atf-operon in R. pomeroyi DSS-3 abolishes the utilization of these compounds as 
carbon and nitrogen sources. Bioinformatics showed that the phylogenetic distribution of ectoine 
consumers is restricted to the Proteobacteria and the genetic arrangement of the corresponding genes 
is not evolutinarily conserved. Using Northern Blot analyses and reporter gene fusions I was able to 
show that transcription of the catabolic ectoine/5-hydroxyectoine operon in R. pomeroyi is governed by 
a constitutive as well as a substrate inducible promoter. The transcriptional regulator EnuR belongs to 
the MocR/GabR-subfamily of transcriptional regulators and is a repressor as well as an activator for 
the operon. Its dependence on the cofactor pyridoxal-5'-phosphate and on two intermediates of the 
catabolic route was shown. In addition to EnuR the transcriptional activator AsnC, belonging to the 
'feast-and-famine' family of transcriptional regulators (16,17), is coded for in the catabolic Ectoine-
operon. The uptake and catabolism of alternative nitrogen sources in bacteria depend on the general 
nitrogen control (Ntr-) system. In R. pomeroyi DSS-3 the NtrXY two-component system (18,19) is part 
of this Ntr system and as such, also involved in the regulation of Ectoin uptake and catabolism. Based 
on the biochemical and genetic analyses conducted here, a model for the transcriptional control of the 
catabolic gene cluster, comprising two transcriptional regulators and a two-component system of the 







3.1 Das marine Ökosystem 
Das marine Ökosystem wird durch ein großes Spektrum von mikrobiellem Leben besiedelt. 
Dabei verändert sich die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaften abhängig von 
dem vorliegenden Salzgradienten, ausgehend von dem offenen Ozean, hin zum 
Süßwasserzufluss im  Mündungsgebiet, stetig (20–22). Der offene Ozean stellt ein 
oligotrophes Habitat mit einem geringen Zufluss von Nährstoffen dar. Aus diesem Grund ist 
die mikrobielle Verbreitung in diesen Bereichen, mit etwa eine Millionen Zellen je Milliliter in 
den oberen Schichten, eher gering (23). Das bekannteste und am weitesten verbreitete  
bakterielle Monophylum des Ozeans, die Pelagibacterales (24), zeichnet sich durch eine 
geringe Wachstumsrate und ein optimiertes Genom aus. Aufgrund dieser Eigenschaften gilt 
diese Gruppe als evolutionäre Spezialisten (25). Im Gegensatz dazu steht der vielfältige 
Lebensraum der Küstengewässer. Die Schwankungen verschiedenster biotischer und 
abiotischer Faktoren sind in diesem Habitat größer und fördern somit die evolutionsbedingte 
Verbreitung von Generalisten; solchen Bakterien, deren Genome die Möglichkeit bieten sich 
schnell an eine Reihe verschiedener Umwelteinflüsse anzupassen (25). Mit den 
Veränderungen der Umweltbedingungen, verändern sich auch die Zusammensetzungen der 
mikrobiellen Gemeinschaften (26). Zu der Gruppe der marinen Generalisten gehört unter 
anderem das Monophylum der Roseobacter (Familie der Rhodobacteraceae) (27–30). Eine 
Gruppe die phylogenetisch sehr einheitlich ist, aber in physiologischer und morphologischer 
Hinsicht eine hohe Diversität aufweist. Eine Tatsache die vermutlich auf horizontalen 
Gentransfer zurückzuführen ist (28,31) und es den verschiedenen Spezies dieses 
Monophylums erlaubt, ein großes Spektrum an marinen Ökosystemen zu besiedeln. Dazu 
gehören unter anderem die polaren Eismeere (32), Biofilme in Küstennähe (33) oder die 
Fähigkeit Symbiosen mit Dinoflagellaten und Schwämmen einzugehen (34,35).  
 
3.2 Das marine Bakterium Ruegeria pomeroyi DSS-3 
Die Gruppe der Roseobacter (27–30) ist von großer ökologischer Bedeutung, da sie unter 
günstigen Bedingungen bis zu 20 % der bakteriellen Besiedelung von marinen 
Küstengewässern ausmacht (28,36). Innerhalb dieser, in marinen Gewässern ubiquitär 
verbreiteten Gruppe hat sich das motile, gram-negative Bakterium Ruegeria pomeroyi DSS-3 
(ursprünglich Silicibacter pomeryoi DSS-3) (13,37,38) zu einem bedeutenden 
Modelorganismus für eine Vielzahl physiologischer und ökologischer Prozesse etabliert. 
Isoliert wurde dieses mesophile, heterotrophe Bakterium erstmals im Mündungsgebiet vor 





aus einem zirkulären Chromosom (4.109.437 bp) und einem Megaplasmid (491.611 bp) mit 
einem G+C-Gehalt von 64,2 % beziehungsweise 62,8 % (14,39,40). Bereits die 
Genomsequenz von R. pomeroyi DSS-3 lässt vermuten, dass dieses Bakterium einen 
großen Einfluss auf eine Reihe biogeochemischer Prozesse hat. Dazu gehören unter 
anderem die Oxidation von Kohlenstoffmonooxid, der Abbau aromatischer Verbindungen 
und die Produktion von Sekundärmetaboliten (14). Die große metabolische Vielfalt dieses 
Bakteriums zeigt sich unter anderem in dem Katabolismus von Dimethylsulfoniopropionat 
(DMSP), dem am besten untersuchten Stoffwechselweg in R. pomeroyi DSS-3 (41–43). 
Diese Schwefel-Kohlenstoff-Verbindung wird hauptsächlich von Algen als Osmoprotektivum 
synthetisiert und ist ein wesentlicher Bestandteil des globalen Schwefelkreislaufs (44,45). Es 
kann von R. pomeroyi DSS-3 in einer salzabhängigen Art und Weise zu entweder 
Dimethylsulfid oder Methanthiol abgebaut werden (13,46,47).  
 
3.3 Mikrobielle Anpassung an erhöhte Osmolaritäten 
Das Überleben und die Vermehrung von Mikroorganismen hängt von deren Fähigkeit ab, 
sich an fluktuierende Bedingungen in ihrer Umwelt anzupassen. Zu diesen Bedingungen 
gehören neben der Verfügbarkeit von Nährstoffen, auch der pH-Wert, die Temperatur und 
die Osmolarität des Mediums. Die Konzentration wasserlöslicher Stoffe im Medium bestimmt 
die Menge an Wasser, die der bakteriellen Zelle zur Verfügung steht. Die Erhöhung der 
extrazellulären Konzentration gelöster Stoffe, setzt das chemische Potential des Wassers 
herab, was zu einer Erhöhung des osmotischen Drucks führt (48). Dies führt im Folgeschluss 
dazu, dass das cytoplasmatische Wasser der bakteriellen Zelle im Vergleich ein höheres 
chemisches Potential als das Umgebungswasser besitzt. Im osmotischen Gradienten fließt 
Wasser grundsätzlich vom Ort des hohen Potentials zum Ort des niederen Potentials, 
wodurch das cytoplasmatische Wasser frei über die semipermeable Zellmembran 
diffundieren kann. Um das chemische Potential des cytoplasmatischen Wassers 
langanhaltend und effektiv herabzusetzen, akkumulieren Mikroorganismen osmotisch aktive 
Substanzen, die den Zellmetabolismus nicht beeinflussen (49–51). Für die zelluläre 
Protektion gegen hyperosmotische Gegebenheiten gibt es zwei grundsätzlich verschiedene 
Mechanismen der Anpassung: (i) die "salt-in"-Strategie und (ii) die "salt-out"-Strategie (52). 
Organismen, die die erste Strategie verfolgen, adaptieren die gesamte Proteinbiochemie 
ihres Cytoplasmas an die meist dauerhaft erhöhte Ionenstärke des Mediums. Dieser 
Mechanismus ist bisher jedoch nur für die Familie der Halobacteriaceae, die Ordnung  
Halanaerobiales und das Bakterium Salinibacter rubrum bekannt (53,54). Bis zu 7 M 
cytoplasmatisches KCl wurden dabei bereits in Spezies der Halobacterien beschrieben (55). 
Minimale Schwankungen der externen Osmolarität werden durch eine Anpassung der 





akkumulieren Mikroorganismen, die sich mit Hilfe der "salt-out"-Strategie an erhöhte 
Osmolaritäten anpassen, als finale Stressantwort organische Moleküle ohne Nettoladung, so 
genannte kompatible Solute, um ein osmotisches Gleichgewicht mit dem externen Medium 
beizubehalten. Dabei bleibt das Cytoplasma weitestgehend frei von sowohl K+ als auch Cl- 
und der Aufbau des Cytoplasmainhalts bleibt unverändert. Diese Art der Adaptation an 
schwankende Osmolaritäten des Mediums ist unter einer Vielzahl von Vertretern aller drei 
Domänen des Lebens (Archaeen, Bakterien und Eukaryoten)  verbreitet (51,58).  
 
3.3.1 Kompatible Solute 
Kompatible Solute können in molaren Konzentrationen im Cytoplasma akkumuliert werden, 
ohne dabei in die physiologischen Prozesse der Zelle einzugreifen (59). Unter 
hyperosmotischen Bedingungen wirken die niedermolekularen Osmolyte dem Efflux von 
Wasser über die Cytoplasmamembran entgegen und stabilisieren so den Zellturgor, welcher 
essentiell für die Zellteilung und das Wachstum von Mikroorganismen ist (60,61). Neben der 
Eigenschaft als osmotische Schutzsubstanz zu wirken, zeichnen sich diese organischen 
Osmolyte zusätzlich darin aus, die Zelle vor Hitze und Kälte zu schützen, Nukleinsäuren zu 
stabilisieren oder die korrekte sekundäre und tertiäre Struktur von Proteinen zu sichern (62–
64). Die Stabilisierung der Proteinfaltung kann unter anderem durch das Model der 
„preferential exclusion“ erklärt werden (65–67). Demnach werden kompatible Solute aus der 
direkten Hydrathülle der Proteine ausgeschlossen, wodurch eine Entfaltung der Proteine 
einen höheren Energieaufwand und damit einen thermodynamischen Nachteil bedeuten 
würde. Das Protein ist gezwungen sein kleinstes mögliches Volumen einzunehmen, wodurch 
die native Konformation bevorzugt und die Hydratisierung des Proteins begünstigt wird 
(64,68). Oft werden kompatible Solute daher auch als "chemische Chaperone" (69) oder 
"Rückgrat-Chaperone" (70) bezeichnet. Da kompatible Solute nicht mit der Proteinoberfläche 
in Berührung kommen, wird die etwaige Enzymtätigkeit nicht beeinflusst (71,72). Es sind 
bereits viele kompatible Solute charakterisiert worden, welche alle einer geringen Anzahl von 
Molekülklassen zugeordnet werden können: (I) Aminosäuren und Derivate (z.B. Prolin, 
Glutamat, Ectoin); (II) Polyole (z.B. Glycerin, Trehalose); (III) Peptide (z.B. N-
Acetylglutaminyl-Glutaminamid); (IV) Trimethylammonium-Verbindungen und deren 
Sulfonium-Analoga (z.B. Glycinbetain, DMSP); (V) Sulfatester (z.B. Cholin-O-Sulfat) 
(49,60,69,73). Die meisten Bakterien nutzen jedoch nicht nur ein kompatibles Solut, sondern 
bedienen sich, je nach Dauer der Stresssituation, Höhe der externen Osmolarität, Angebot 
an exogenen Soluten und der vorhandenen Kohlenstoffquellen, einer Reihe dieser 






3.3.1.1 Die kompatiblen Solute Ectoin und 5-Hydroxyectoin 
Zu der Klasse der Aminosäurederivate gehören auch die kompatiblen Solute Ectoin und 
5-Hydroxyectoin (4,5), welche sowohl in marinen, als auch terrestrischen Mikroorganismen 
weit verbreitet sind (6,7,76). Wie andere osmotische Schutzsubstanzen auch, können das 
(6S)-2-Methyl-1,4,5,6-Tetrahydropyrimidin-6-Carboxylat und sein Hydroxyderivat bei Bedarf 
von bestimmten Organismen de novo synthetisiert (endogene Osmolyte), oder aus dem 
externen Medium über Transporter aufgenommen werden (exogene Osmolyte) (49,60). Im 
Gegensatz zu anderen zwitterionischen kompatiblen Soluten, wie Glycinbetain oder Prolin, 
schützen Ectoin und 5-Hydroxyectoin jedoch nicht nur auf Protein- sondern auch auf 
Zellebene, vor zum Beispiel UV-Strahlung, Cytotoxinen oder vor Nanopartikel-induzierten 
Entzündungen des Lungenepithels (72,74,79–82). Außerdem sind Ectoine in die 
Hitzeschutzantwort verschiedener Mikroorganismen involviert. So wurde bereits gezeigt, 
dass Streptomyces griseus 5-Hydroxyectoin als Antwort auf einen Hitzeschock akkumuliert 
und dass ein Verlust der Ectoin-Hydroxylase in Chromohalobacter salexigens zu einer 
erhöhten Hitzesensitivität führt (83,84). Streptomyces coelicolor hingegen erzielt durch ein 
Gemisch aus beiden Ectoinen den besten Schutz gegen erhöhte Wachstumstemperaturen 
(85). Trotz ihrer großen chemischen Ähnlichkeit, scheint die hydroxylierte Form des Ectoins 
ein größeres Spektrum an Schutzfunktionen auszufüllen. So konnten beispielsweise 
glasbildende Eigenschaften für 5-Hydroxyectoin, nicht aber für Ectoin, beschrieben werden, 
welche für einen Mechanismus gegen die Austrocknung von Zellen stehen (86). 
5-Hydroxyectoin ist außerdem eines der Hauptmetabolite in Biofilmen, die aus saurem 
Grubenabwasser (acid mine drainage solutions) isoliert wurden (87). Diese schützenden 
Eigenschaften machen Ectoin und 5-Hydroxyectoin zu wertvollen Substanzen, die ihre 
Verwendung in gesundheitsfördernden Produkten und Kosmetika finden. Zum Zweck der 
industriellen Produktion dieser Zellprotektiva wird das halophile Proteobakterium H. elongata, 
ein natürlicher Ectoin- und 5-Hydroxyectoin-Produzent, unter hochsalinen Bedingungen 
fermentiert. Um die kompatiblen Solute zu isolieren, wird ein Prozess, der als 'bacterial 
milking' bezeichnet wird, angewandt. Dabei wird die Salinität des Mediums nach einer 
entsprechenden Wachstumsphase gesenkt, als Folge dessen die Bakterien ihre kompatiblen 
Solute in das Medium sekretieren. Diese werden über Filtersysteme isoliert und die Salinität 
des Mediums wieder angehoben, um die erneute Produktion von Ectoin und 5-Hydroxyectoin 
zu fördern. Bis zu neun weitere dieser Zyklen können folgen und so mehrere Tonnen pro 








3.3.1.2 Der Biosyntheseweg von Ectoin und 5-Hydroxyectoin 
Die de novo Synthese von Ectoin beginnt mit einem Intermediat des allgemeinen 
Aminosäurestoffwechsels, L-Aspartat-β-Semialdehyd (89,90), welches im Folgenden in drei 
enzymatischen Reaktionsschritten zu Ectoin umgewandelt wird. Durch die Aktivität von EctB 
(L-2,4-Diaminobutyrat-Transaminase) wird L-Aspartat-β-Semialdehyd aminiert und es 
entsteht L-2,4-Diaminobutyrat, welches anschließend durch EctA (2,4-Diaminobutyrat-
Acetyltransferase) zu Nγ-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat acetyliert wird. Im finalen Schritt 
entsteht mit Hilfe der Ectoin-Synthase (EctC) Ectoin (91–93) (Abb. 1). Eine nicht 
unwesentlichen Anzahl von Ectoin-synthetisierenden Mikroorganismen besitzen ebenfalls ein 
ectD-Gen (6,7). Dieses kodiert für die Ectoin-Hydroxylase, welche die stereospezifische 
Umwandlung von Ectoin zu 5-(S)- Hydroxyectoin katalysiert (6,94,95) (Abb. 1).  
 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der Ectoin- und 5-Hydroxyectoin-Synthese 
Ausgehend von L-Aspartat entsteht L-Aspartat-β-Semialdehyd durch eine Aspartokinase die entweder 
direkt mit dem Ect-Gencluster assoziiert (Ask_Ect), oder an anderer Stelle im mikrobiellen 
Stoffwechsel kodiert ist (Ask). In den folgenden drei Schritten entsteht durch die Aufeinanderfolge der 
Enzymaktivitäten von EctB, EctA und EctC das kompatible Solut Ectoin. Durch eine spezifische 
Ectoin-Hydroxylase kann dieses zu 5-Hydroxyectoin umgewandelt werden. (90–92,94) 
 
3.3.2 Kompatible Solute als Kohlenstoff-, Stickstoff- und Energiequelle 
In marinen Gewässern sind Viren die am weitesten verbreitete biologische Einheit (~1030) 
(96,97) und werden hauptsächlich von Phagen dominiert (98). Diese infizieren und lysieren 
bakterielle Zellen, wodurch der Inhalt des Cytoplasmas, und damit auch zuvor akkumulierte 
kompatible Solute, in das externe Medium freigesetzt wird (10,99). Zusätzlich unterliegt im 
marinen Habitat vor allem die Küstengewässer einer häufigen Veränderung von abiotischen 
Faktoren; im Falle von Regenfällen und im Mündungsgebiet von Süßwasserzuflüssen 





Hypoosmotische Schocks führen dabei zu einem schnellen Ausstrom des cytoplasmatischen 
Zellinhalts über mechanosensitive Kanäle (11,100) oder auch nur von kompatiblen Soluten 
über spezifische Efflux-Systeme (Birch-Effekt) (12,101–103). Auch die passive Diffusion von 
kompatiblen Soluten über die Zellmembran und der Tod von mikrobiellen Zellen führt zu 
einer Anreicherung von kompatiblen Soluten im Wachstumsmedium (8,9,104). Diese 
Prozesse haben daher einen großen Einfluss auf das mikrobielle Nahrungsnetz, den Aufbau 
von Bakteriengemeinschaften und einer Vielzahl biogeochemischer Prozesse (105–107). 
Eine wichtige sekundäre Funktion von kompatiblen Soluten ist daher ihre Nutzung als 
Kohlenstoff-, Stickstoff- und Energiequelle, entweder als zellinterne Reserve des 
produzierenden Bakteriums selbst oder als externe Quelle, die von anderen 
Mikroorganismen freigesetzt wird. Viele bekannte Aminosäuren, wie Prolin, Glutamat und 
Alanin; sowie Zucker, wie Trehalose und Saccharose und andere 
Kohlenwasserstoffverbindungen wie Glycerol und Glycosylglycerol sind kompatible Solute 
und können gleichzeitig als Nährstoffquelle von vielen Bakterien, Actinomyceten und 
Microalgen genutzt werden (8).  
 
3.3.2.1 Der Katabolismus von Glycinbetain 
Das Aminosäurederivat GB beispielsweise wird sowohl von Pflanzen und Tieren, als auch 
Mikroorganismen als kompatibles Solut verwendet (108–110). Dessen weite Verbreitung ist 
der Abundanz seines metabolischen Vorläufermoleküls Cholin geschuldet, welches in Form 
von Phosphatidylcholin und Sphingomyelin zwischen 50 und 90 % der eukaryotischen 
Plasmamembran ausmacht (111). Die enzymatische Oxidation von Cholin zu GB ist ein, in 
Prokaryoten und Eukaryoten gleichermaßen verbreiteter Reaktionsweg für die Synthese 
dieses kompatiblen Soluts (60). Auch die enzymatische Degradation von GB als 
Nährstoffquelle ist bereits gut verstanden. Das Cyanobacterium Aphanothece halophytica 
kann GB direkt nach einem Rückgang der erhöhten Osmolarität im Medium als interne 
Nährstoffquelle nutzen (112). Das Gammaproteobacterium Halorhodospira halochloris 
dagegen besitzt diese Fähigkeit nicht, sondern kann GB ausschließlich als Osmoprotektivum 
verwenden und muss es anschließend in des Wachstumsmedium sekretieren (113). 
Methanogene Methanohalophilus-Spezies dagegen können Trimethylamine, ein Endprodukt 
des GB-Abbaus durch homoacetogene Bakterien wie Acetohalobium arabaticum, verwenden 
um Methan zu produzieren (114). Zusätzlich gibt es eine Reihe weiterer Bakterien, die GB 
zwar nicht eigenständig synthetisieren können, diese Kohlenstoff-Stickstoff-Verbindung aber 
zu katabolen Zwecken nutzen können; dazu gehören unteranderem Vertreter der Familie der 






3.3.2.2 Der Katabolismus von Ectoinen 
Gut untersucht sind auch die katabolen Reaktionswege der kompatiblen Solute Prolinbetain 
(118,119), DMSP (34,46,47,120) und von Disacchariden (121,122). Die Nutzung von Ectoin 
und 5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff-, Stickstoff- und Energiequelle ist bisher jedoch nur 
unzureichend verstanden. So ist zum Beispiel bekannt, dass Rhizobien wie Sinorhizobium 
meliloti und Rhizobium leguminosarum unter hochosmolaren Bedingungen Ectoin 
aufnehmen, dieses jedoch nicht als osmotische Schutzsubstanz nutzen, sonder 
ausschließlich dem Katabolismus zuführen. Ectoin ist damit nur indirekt an der 
Osmoprotektion dieser Organismen beteiligt, indem das Aminosäurederivat als Kohlenstoff-, 
Stickstoff- und Energiequelle die Synthese von endogenen kompatiblen Soluten, wie 
Glutamat, unterstützt (116). Auch für Pseudomonas putida konnte gezeigt werden, dass es 
5-Hydroxyectoin aufnimmt, es aber nicht zum Schutz vor erhöhten Salinitäten im Medium 
nutzen kann. Es wurde daher vermutet, dass es die heterocyclische Verbindung dem 
katabolen Stoffwechsel zuführt (123). Erstmals beschrieben wurden die Gene des katabolen 
Ectoin-Abbauclusters für S. meliloti (124). Im Rahmen dieser Studie wurden Ectoin-
induzierbare Gene identifiziert und deren Genprodukte charakterisiert. Diese Proteine 
umfassen einen ABC-Transporter (EhuABCD; ehu ectoine/hydroxyectoine uptake) (125) 
sowie Enzyme des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus (EutABCDE; eut ectoine utilization) 
und einen Transkriptionsregulator der GntR-Superfamilie (126). Die dazugehörigen Gene 
befanden sich in einem Genclusters, dessen Transkription sich als substratinduzierbar 
erwies. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass dessen Transkription nicht durch 
Veränderung der osmotischen Bedingungen des Wachstumsmediums reguliert wird (124). 
Ein ähnliches Gencluster konnte in dem marinen Bakterium R. pomeroyi DSS-3 (13,14,37) 
identifiziert und das Wachstum des Bakterium auf Ectoin und 5-Hydroxyectoin gezeigt 
werden. Anstelle eines EhuABCD-Typ ABC-Transporters (125) enthält dieses Gencluster 
jedoch einen TRAP-Transporter (UehABC; ueh uptake of ectoine and hydroxyectoine) (127). 
Durch einen Aminosäuresequenzvergleich zu den Ectoin-induzierbaren Genen von 
S. meliloti (124) wurde das Gencluster für den Katabolismus von 5-Hydroxyectoin und Ectoin 
auch im Genom von Halomonas elongata lokalisiert (128,129). Im Gegensatz zu den 
Ausführungen über die Gencluster von R. pomeroyi DSS-3 und S. meliloti (124,127), wird 
von den Autoren für H. elongata eine andere genetische Nomenklatur genutzt (doeABXCD 
anstatt eutDE-asnC-ssd-atf). Auffällig ist, dass im katabolen Ectoin-Gencluster von 








3.3.2.2.1 Das katabole 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Gencluster aus R. pomeroyi DSS-3 
Das putative Gencluster des Ectoin/5-Hydroxyectoin-Katabolismus in R. pomeroyi DSS-3 
besteht aus 13 Genen (Abb. 2) (127). RT-PCR Analysen zeigten, dass das gesamte 
Gencluster als ein Operon transkribiert wird, wobei nicht auszuschließen ist, dass weitere 
kleinere Transkriptionseinheiten innerhalb des Operons existieren [persönliche 
Kommunikation N. Stöveken; in (15)]. Das erste Gen des Operons ist ein Transkriptions-
regulator der GntR-Superfamilie (126). Dieses Regulatorgen wird im Folgenden als enuR 
(ectoine nutrient utilization regulator) bezeichnet (15). Im Operon werden zwei weitere 
Transkriptionsregulatoren kodiert. Der zweite Regulator nach enuR liegt direkt stromabwärts 
der Gene des Ueh-Transporters und gehört zur Familie der 'universal stress proteins' (130). 
Das letzte Regulatorgen befindet sich im katabolen Teil des Operons und gehört zu der 
Lrp/AsnC-Familie von Transkriptionsregulatoren (131,132).  
 Die übrigen zehn Gene des katabolen Ectoin/5-Hydroxyectoin-Operons lassen sich in 
drei funktionelle Einheiten unterteilen. Das erste Modul wird von den Genen des 
TRAP-Transporters (uehABC) gebildet (133). Den Anforderungen eines Transporters für die 
Substrataufnahme des bakteriellen Metabolismus entsprechend, ist die Aufnahme der 
Ectoine über dieses Transportsystem substrat- und nicht salzinduzierbar (127). Das zweite 
Modul umfasst drei Gene (eutABC) (Abb. 2) die vermutlich für die Umwandlung von 
5-Hydroxyectoin zu Ectoin verantwortlich sind [persönliche Kommunikation J. Heider; in 
(15)]. Die dritte funktionelle Einheit wird durch die Gene eutDE-ssd-atf gebildet (Abb. 2). Wie 
bereits für H. elongata (128) beschrieben, sind die daraus abgeleiteten Enzyme 
verantwortlich für die Hydrolyse des heterocyclischen Ectoinrings (EutD) und der 
anschließenden Umwandlung des entstehenden Intermediats zu L-Aspartat. 
 
 
Abbildung 2: Das katabole Ectoin/5-Hydroxyectoin-Gencluster aus R. pomeroyi DSS-3 
Dargestellt ist das enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Gencluster aus R. pomeroyi DSS-3. 
Die gelben Pfeile stellen Gene dar, die für Transkriptionsregulatoren kodieren. Blaue Pfeile stehen für 
die Gene des TRAP-Transporters. Grüne und rote Pfeile stehen jeweils für die Gene des 5-








3.3.2.2.2 Der vorgeschlagene Reaktionsweg des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbaus zu 
L-Aspartat [persönliche Kommunikation J. Heider; in (15)] 
Datenbank- und Literaturanalysen führten zu einer funktionellen Annotation der möglichen 
Enzymfunktionen der eutABCDE-ssd-atf-Gene des putativen katabolen Ectoin-Operons aus 
R. pomeroyi DSS-3. Die Enzyme EutA, EutB und EutC sind in dem vorgeschlagenen 
Reaktionsschema verantwortlich für die Umwandlung von 5-Hydroxyectoin zu Ectoin 
(Abb. 3). Der erste Schritt in dieser Reaktionskaskade wird von EutA ausgeführt und 
vermittelt die stereospezifische Umwandlung des 5-(S)-5-Hydroxyectoins, das 
Reaktionsprodukt der Ectoinhydroxylierung durch EctD (94,95) (Abb. 1), zu 
5-(R)-Hydroxyectoin (134–136). Die Enantiomerenbildung durch die Racemase EutA ist 
vermutlich abhängig von zwei konservierten Cysteinresten im Aktivenzentrum des Enzyms 
(Cys-94 und Cys-204), welche ebenfalls in verwandten Racemasen dieser Enzymklasse 
(pfam01177) der Fall ist (137–139). 5-(R)-Hydroxyectoin ist der Ausgangsstoff für den 
folgenden Reaktionsschritt durch EutB, ein putative Pyridoxal-5'-Phosphat-abhängiges 
(Vitamin B6) Enzym, welches zu der Klasse der Threonin-Dehydratasen (pfam00291, 
superfamily cI00342) gehört (140,141). EutB katalysiert den Vorhersagen zu folge die 
Eliminierung der 5-Hydroxygruppe durch Abspaltung eines Wassermoleküls von                  
5-(R)-Hydroxyectoin und führt zur Bildung von 2-methyl-4,5-dihydropyrimidine-6-carboxylate 
(Abb. 3). Im Vergleich zu anderen bekannten Threonin-Dehydratasen besitzt EutB ebenfalls 
alle relevanten katalytischen Aminosäurereste im Aktivenzentrum, insbesondere das PLP-
bindende Lysin-54 (140,142). Das entstehende Intermediat wird anschließend durch EutC zu 
Ectoin reduziert (Abb. 3). Dieses, als Ornithin-Deaminase annotierte, Genprodukt von eutC 
(pfam02423) agiert als "Ectoin-Dehydrogenase" und reduziert NADH-abhängig, die im 
vorherigen Reaktionsschritt entstandene C=C-Doppelbindung zu einer monovalenten 
Bindung. Hierbei handelt es sich um eine chemische Reaktion, die in dieser Art auch von 
anderen Enzymen dieser Klasse ausgeführt wird (140,143). Das so entstandene Ectoin und 
das durch den TRAP-Transporter aufgenommenes Ectoin werden in den folgenden Schritt 
gemeinsam durch die Enzyme EutD, EutE, Ssd und Atf zu L-Aspartat umgewandelt, welches 
über Oxalacetat wieder dem Zitronensäurezyklus zugeführt wird (144). Die folgenden 
Reaktionsschritte wurden bereits in anderen Arbeiten beschrieben und auf genetischer, 
sowie proteinbiochemischer Ebene teilweise verifiziert (124,128). Der heterocyclische Ring 
des Tetrahydropyrimidin-Derivats Ectoin wird durch die Ectoin-Hydrolase EutD geöffnet. 
EutD gehört zu der Familie der Xaa-Pro-Aminopeptidasen (pfam00557) (145,146). Die 
heterologe Expression des entsprechenden Gens aus H. elongata (doeA) führt dabei zu der 
Entstehung von zwei Reaktionsprodukten: (i) Nα-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat (α-ADABA) 
und (ii) Nγ-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat (γ-ADABA) im Verhältnis 2:1 (128). Letzteres ist ein 





durch EctA (91,92) (Abb. 1). In diesem Zusammenhang muss daher angemerkt werden, 
dass H. elongata zur Synthese von Ectoinen befähigt ist und ein eigenständiges ectABCD-
Gencluster (94,147) zur Synthese von sowohl Ectoin als auch 5-Hydroxyectoin besitzt (128). 
Dieses biosynthetische Gencluster ist im Genom von R. pomeroyi DSS-3 nicht kodiert 
(14,39,40). Im Folgenden Reaktionsschritt wird die Acetylgruppe durch EutE hydrolytisch 
abgespalten, wodurch L-2,4-Diaminobutyrat entsteht. EutE gehört zu der Familie der 
Zn-abhängigen Deacylasen und Succinylglutamat-Desuccinylasen (pfam04952) 
(145,148,149). Eine Deletion des eutE (doeB)-Gens in H. elongata führt zu einer verstärkten 
Akkumulation von α-ADABA gegenüber dem Wildtyp. Es ist daher wahrscheinlich, dass 
während des Ectoinabbau entstehendes γ-ADABA in H. elongata wieder der Ectoinsynthese 
zugeführt werden kann, während die EutE-Reaktion spezifisch für α-ADABA ist (128) 
(Abb. 3). Die PLP-abhängige Aminotransferase (Klasse III) Atf (pfam00202) (150–152) 
katalysiert die Transaminierung von 2,4-Diaminobutyrat am C4-Atom, wodurch 
L-Aspartat-β-Semialdehyd entsteht. Dieses wird im finalen Reaktionsschritt durch Ssd zu 
L-Aspartat oxidiert. Ssd besitzt Homologien zu bekannten Succinatsemialdehyd-
Dehydrogenasen (pfam00171) und ist damit abhängig von einem NADPH- oder NADH-
Cofaktor (153,154). 
Als Resultat des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus werden daher ein Acetat und ein 
Aspartat (in Form von Oxalacetat nach der Aspartataminotransferase-Reaktion) (155,156) in 
den Zitronensäurezyklus überführt. Zusätzlich entsteht ein Glutamat durch die 
Transaminierung des 2,4-Diaminobutyrats, welches unter anderem dem Stickstoffwechsel 







Abbildung 3: Putativer Ectoin/5-Hydroxyectoin-Katabolismus in R. pomeroyi DSS-3 
Dargestellt ist der putative katabole Abbauweg von 5-Hydroxyectoin und Ectoin. In blau markiert sind 
die Proteine des UehABC-TRAP-Transporters, die den Transport der Substrate über die Zellmembran 
ermöglichen. Grüne Symbole kennzeichnen die Enzyme des putativen 5-Hydroxyectoin-Abbauweges 
und rote Symbole bezeichnen die Enzyme des folgenden Ectoin-Katabolismus [persönlichen 
Kommunikation J. Heider; in (15)] 
 
3.4 Aktiver Stofftransport über die bakterielle Zellmembran 
Die meisten Mikroorganismen können Nährstoffe und andere Substanzen nur in gelöster 
Form aufnehmen (59). Daher spielt die Zellmembran eine bedeutende Rolle in der 
Regulation der chemischen Komposition des Cytoplasmas (158–160). Die Zellmembran 
besteht hauptsächlich aus Lipiden (161) und kann von kleinen, ungeladenen Molekülen 
ungehindert passiert werden (162,163). Geladene und polare Moleküle dagegen sind von 
Transportproteinen abhängig, welche in ihrer Spezifität und Transportgeschwindigkeit 
variieren (164,165). So auch der Transport von Substraten, die als Kohlenstoff-, Stickstoff- 
oder Energiequelle genutzt werden. Der aktive Transport von Stoffen kann über 
verschiedene Klassen von Transportern erfolgen. Da die Aufnahme von Nährstoffen einen 
schnellen und hochaffinen Transport erfordert, erfolgt dieser häufig mit Hilfe von 
Substratbindeproteinen (SBP), die mit einem Membranproteinkomplex assoziiert sind. SBPs 
wurden erstmals in Verbindung mit prokaryotischen ABC (ATP-binding cassette)-





independent periplasmic transporters)-Transportern (133,171,172) und als Teil von Zwei-
komponentensystemen (173) sind sie weit verbreitet. SBPs variieren in ihrem 
Molekulargewicht (25 - 70 kDa) und haben untereinander eine geringe Sequenzidentität, in 
ihrer tertiären Struktur sind sie jedoch hoch konserviert. Sie bestehen aus zwei strukturell-
konservierten Domänen (168), die über einen flexiblen Linker verbunden sind. Dieser Linker 
ermöglicht die geschlossene Konformation des Proteins nach Substratbindung (174). SBPs 
werden in einem hohen molaren Überschuss über die Membrandomänen in der Zelle 
produziert und binden ihre Substrate mit hoher spezifischer Affinität im niedrigen Kd-Bereich. 
Während des Bindevorgangs entfernen SBPs die Hydrathülle ihrer Liganden, ein Vorgang, 
der wahrscheinlich von großer Bedeutung für den folgenden Transportprozess ist (168). 
 
3.4.1 Die ATP-abhängige Translokation von Stoffen durch ABC-Transporter 
ABC-Transporter repräsentieren eine der größten Transmembranproteinfamilien des aktiven, 
primären Stofftransports. Sie existieren in allen drei Domänen des Lebens und können 
sowohl Importer als auch Exporter sein (175,176). Die Hauptcharakteristik dieser 
Transporterklasse besteht in der Hydrolyse von ATP, welches die Energie für den 
Stofftransport entgegen des Konzentrationsgefälles über die Lipiddoppelschicht der 
Zellmembran bereitstellt (177). Die Grundstruktur von ABC-Transportern setzt sich aus zwei 
Nukleotidbindedomänen (NBD) und zwei Transmembrandomänen (TMD) zusammen (178), 
wobei die Anzahl der membranspannenden Helices jeder TMD zwischen fünf und zehn liegt 
(179). Zusätzliche Domänen, wie Substratbindeproteine oder regulatorische- sowie 
katalytische Proteine, können sowohl an die NBD als auch die TMD fusioniert sein und 
verleihen dem Transportsystem zusätzliche, spezifische Funktionen (177,180). Die Klasse 
der "ATP-binding cassette"-Transporter sind in den verschiedensten Organismen in die 
Translokation einer Vielzahl verschiedener Substanzen beteiligt. Dazu gehören unter 
anderem Ionen, Zuckermonomere, Aminosäuren oder Antibiotika, aber auch große Moleküle, 
wie Oligosaccharide und -peptide (177) 
3.4.1.1 Transportmechanismus der ABC-Transporter 
Der Vergleich von Kristallstrukturen verschiedener ABC-Transporter und weitere Studien 
führte zu dem in Abbildung 4 dargestellten Transportmechanismus für den 
Translokationsprozess von Substraten unter der Verwendung von SBPs. Im ersten Schritt 
bindet das Substrat an das SBP, welches in die geschlossene Konformation übergeht. 
Anschließend bindet das geschlossene SBP an die TMD und gibt so das Signal für die 
kooperative Bindung von ATP an die NBDs. Die TMDs öffnen die Pore zum extrazellulären 
Raum hin und die SBD nimmt die offene Konformation ein. Das Substrat kann in den Kanal 





Membranpore wird zum Zellinneren hin geöffnet. Das Substrat kann die Translokationspore 
verlassen und liegt dann im Cytoplasma vor (180). 
 
 
Abbildung 4: Translokationsmechanismus eines Substratbindeprotein-abhängigen ABC-
Transporters. 
Dargestellt sind die vier Schritte des Transportmechanismus eines Substratmoleküls mittels eines 
ABC-Transporters. Das Substratbindeprotein (SBP) ist in rot dargestellt, das Substrat in grün. Die 
Transmembrandomänen (TMD) sind durch lilafarbene Balken dargestellt und die 
Nukleotidbindedomäne (NBD) durch blaue Kreise. Die ATP-Bindung und Hydrolyse ist beschriftet (Pi = 
PO4
3-
). (i) Substratbindung; (ii) Bindung der SBP an die TMD; (iii) Substratübergabe; (iv) 
Translokation. Diese Abbildung wurde aus (180) angepasst. 
 
3.4.1.2 Ectoin-Transport in Sinorhizobium meliloti 
Im katabolen 5-Hydroxyectoin- und Ectoin-Gencluster von S. meliloti wird ein ABC-
Transporter (EhuABCD) kodiert. Das ehuA-Gen kodiert für die Nukleotidbindedomäne, ehuB 
für das periplasmatische Substratbindeprotein. Die Permeasedomänen werden von ehuC 
und ehuD kodiert (124). Der Transport von Ectoin in S. meliloti erfolgt substratinduziert und 
geht zu 95 % von dem EhuABCD-System aus (116,124). Analyse der Kristallstrukturen des 
Substratbindeproteins EhuB mit entweder Ectoin oder 5-Hydroxyectoin als Liganden zeigten, 













Wasserstoffbrücken von den gleichen Aminosäuren in der Substratbindetasche ausgeht 
(125). Das Bindeprotein weist eine Bindeaffinität von KD = 0.5 ± 0.2 μM gegenüber 
5-Hydroxyectoin und Ectoin auf (116,124,125). 
 
3.4.2 Die Translokation von Stoffen durch TRAP-Transporter erfolgt in Abhängigkeit 
der protonenmotorische Kraft 
TRAP-Transporter sind bisher nur für Prokaryoten und Archaeen beschrieben worden 
(181,182). Im Gegensatz zu ABC-Transportern, sind die Vertreter der 'tripartite ATP-
independent periplasmic transporters'-Klasse obligat auf ein periplasmatisches 
(gramnegative Bakterien) oder mit der Cytoplasmamembran verankertes (grampositive 
Bakterien) Substratbindeprotein angewiesen. Die Energiegewinnung für den Stofftransport 
erfolgt über einen elektrochemischen Ionengradienten, der protonenmotorischen Kraft (PMF) 
(181) und klassifiziert diese Art des Stofftransport damit als sekundär aktiv. Diese 
Gegenionen sind meist Natrium- oder Wasserstoff-Ionen, deren Transport über die 
Zellmembran thermodynamisch begünstigt ist (183). Daher ist diese Art von Transportern 
häufig in marinen Mikroorganismen zu finden, wo Na+-Ionen im Überschuss vorhanden sind 
(184). TRAP-Transporter bestehen aus drei Proteinkomponenten. Neben der SBD wird die 
Translokationspore aus zwei Transmembranproteinen gebildet, die sich untereinander in 
ihrer Größe unterscheiden. In manchen Fällen, wird diese TMD aus nur einem 
Fusionsprotein gebildet, welches dann aus zwei eigenständigen Domänen besteht (185). Es 
wird angenommen, dass die größere der beiden Domänen für den Transport des Substrates 
und die Verlinkung zu der PMF verantwortlich ist. Während die Funktion der kleineren 
Untereinheit möglicherweise in die Interaktion mit dem SBP involviert ist (182,186). Es sind 
inzwischen viele TRAP-Transporter aus verschiedenen Organismen bekannt und gut 
charakterisiert. Trotz großer Diversität sind sie in dem Punkt vereint, dass ihre Substrate eine 
Carboxygruppe enthalten. Eine einzige Ausnahme wird von Taurin gebildet, in dem die 
Carboxygruppe durch eine Sulphonatgruppe ersetzt ist (127,133,172,187,188). 
 
3.4.2.1 Putativer Transportmechanismus 
Bisher gibt es keine experimentellen Daten, die den exakten TRAP-Transporter-vermittelten 
Translokationsmechanismus von Substratmolekülen erklären. Dennoch ist es möglich, über 
Modelle den putativen Translokationsmechanismus zu skizzieren (133). Wie in Abbildung 5 
dargestellt, wird im ersten Schritt das Substratmolekül durch das SBP gebunden, welches in 
die geschlossene Konformation übergeht. Das geschlossene SBP interagiert mit der nach 
außen geschlossenen Translokationsdomäne, wodurch mindestens zwei externe Na+/H+-





nach außen geöffneten Form induziert. Das nach außen geöffnete Translokationssystem 
zwingt das SBP zurück in seine offene Konformation und vermindert so dessen Affinität zu 
dem Substrat. Das Substrat kann in die Pore diffundieren, welche daraufhin wieder die nach 
außen geschlossene Konformation einnimmt. Zu welchem Zeitpunkt jedoch die Bewegung 
der Gegenionen über die Membran erfolgt und so die benötigte Transportenergie freisetzt, ist 
bisher unklar (133). 
 
 
Abbildung 5: Putativer Translokationsmechanismus eines TRAP-Transporters 
Dargestellt sind die vier Schritte des Transportmechanismus eines Substratmoleküls mittels eines 
TRAP-Transporters. Das Substratbindeprotein (SBP) ist in grün dargestellt, das Substrat in rot. Die 
putative porenbildende Transmembrandomäne ist durch lilafarbene Balken und die kleinere der 
beiden Transmembrandomänen durch einen orangen Balken dargestellt. Die Gegenionen sind mit X
+
 
bezeichnet und werden als graue Kreise dargestellt. (i) Substratbindung; (ii) Bindung der SBP an die 
TMD; (iii) Substratübergabe; (iv) Translokation. Diese Abbildung wurde von (133) angepasst. 
 
3.4.2.2 Ectoin-Transport in Ruegeria pomeroyi DSS-3 und Halomonas elongata 
Der Transport von Ectoin und 5-Hydroxyectoin wurde bisher in zwei Organismen untersucht. 
Der Ectoin-Transport des marinen Alphaproteobacteriums R. pomeroyi DSS-3 (14,37) erfolgt 
über einen TRAP-Transporter, der durch die uehABC-Gene kodiert wird und mit den Genen 
des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus in einem Operon liegt [N. Stöveken persönliche 














(15,127) (Abb. 2). In dem halophilen Bakterium H. elongata hingegen wird ein TRAP-
Transporter durch die osmotisch induzierbaren teaABC-Gene kodiert. Während 
R. pomeroyi DSS-3 Ectoine aufnimmt um sie dem Zellmetabolismus zu zuführt, wird für 
H. elongata angenommen, dass es nicht nur exogenes Ectoin und 5-Hydroxyectoin 
aufnehmen kann, sondern auch dem hochaffinen Rücktransport von endogen 
synthetisiertem Ectoin und 5-Hydroxyectoin dient, welche aus der Zelle diffundierten 
(189,190). Die Substratbindeproteine beider Systeme haben eine 58 %ige Sequenzidentität 
und die strukturelle Organisation jener Aminosäuren, die mit dem Substrat interagieren, ist 
identisch (127). Dennoch liegt die Bindeaffinität von TeaA (Kd of 0.19 ± 0.02 μM) für Ectoin 
fast 10-mal höher als die selbige von UehA (1.4 ± 0.1 μM). 5-Hydroxyectoin hingegen wird 
von TeaA (3.8 ± 0.07 μM ) mit einer 3-fach geringeren Affinität gebunden als von UehA 
(1.1 ± 0.1 μM) (127,190). Diese Unterschiede sind möglicherweise auf ihre unterschiedlichen 
physiologischen Bedeutungen oder aber technische Abweichungen in der Versuchsführung 
zurückzuführen.  
 Wie für viele andere TRAP-Transporter auch beschrieben, folgen stromabwärts der 
Gene, kodierend für den TRAP-Transporter ein Gen, welches zur Familie der "universal 
stress proteins" (usp) gehört (130,133) (Abb. 2). Die tertiäre Struktur des entsprechenden 
Usp-Proteins (TeaD) aus dem TeaABC-Transportersystems aus H. elongata ist bekannt. Es 
handelt sich um einen Transkriptionsfaktor der einen Einfluss auf die Ectoinaufnahme hat, 
dessen genauer Mechanismus jedoch noch nicht aufgeklärt werden konnte (191). 
 
3.5 Bakterielle Anpassung an veränderliche Umwelteinflüsse 
Bakterien sind in ihrem natürlichen Habitat einer Reihe von komplexen und fluktuierenden 
Bedingungen ausgesetzt. Um diesen Schwankungen zu begegnen, haben sie eine große 
Diversität an Anpassungsstrategien entwickelt (192,193). Generell erfolgt die Anpassung an 
Umwelteinflüsse durch die Modifikation der Genexpression oder durch posttranslationale 
Modifikationen, welche die Aktivität oder Stabilität von existierenden Proteinen beeinflusst. In 
Bakterien erfolgt diese Regulation meist auf Level der Transkription/RNA-Synthese, durch 
den Einfluss eines Regulators auf ein bestimmtes DNA-Element. Diese DNA-Bindeprotein-
abhängige Regulation erfolgt über den Eingriff in die Transkriptionsinitiation, -elongation,       
-termination oder die Beeinflussung der RNA-Degradation (194,195). Die metabolische 
Adaptation von Mikroorganismen an eine Veränderung der Nährstoffzufuhr erfolgt meist auf 
dem Level der Transkriptionsinitiation. Die Transkription der entsprechenden Gene wird 
durch einen Transkriptionsfaktor aktiviert oder reprimiert (195,196). Repressoren können 
dabei entweder mit einem Transkriptionsaktivator um die gleiche DNA-Bindestelle 
konkurrieren, den Zugang der RNA-Polymerase zu ihrem Promotor verhindern oder 





(197–199). Transkriptionsaktivatoren hingegen stabilisieren entweder den Polymerase-
Promotorkomplex oder fördern die Ausbildung des offenen Komplexes (200).  
 
 
Abbildung 6: Einkomponentensysteme (a) und Zweikomponentensysteme (b) 
a) Dargestellt ist die Genregulation mittels eines Einkomponentensystems. In dem Transkriptionsfaktor 
sind Signaleingangsdomäne (grün) und die Signalausgabedomäne (rot) direkt in einem Protein 
aneinander fusioniert. b) Dargestellt ist die Genregulation mittels eines Zweikomponentensystems. Die 
membramspannenden Domänen sind grün dargestellt, die Sensordomänen blau, die 
Dimerisierungsdomäne rot und die ATPase-Domäne orange. Die Empfängerdomäne des 
Antwortregulators ist rot markiert, die Effektordomäne desselbigen lila. Die konservierten 
Aminosäuren, welche phosphoryliert werden, sind markiert. Die übertragene Phosphatgruppe ist als 
eingekreistes "P" dargestellt. Der Stimulus wird von der Signaleingangsdomänen wahrgenommen. 
Dadurch wird die Affinität der finalen Signalausgabedomänen für ihre Operatorsequenzen im Promotor 
der Zielgene beeinfluss und so die Transkription der Gene verändert (201) 
 
Die Anzahl der Transkriptionsfaktoren in einem Genom korreliert mit der Größe des Genoms 
eines Mikroorganismus und ist proportional zum Quadrat dessen Genanzahl (202,203). Je 
mehr Umweltschwankungen ein Organismus ausgesetzt ist, umso vielfältiger sind die 
benötigten Anpassungsmechanismen, dadurch nimmt die Größe des Genoms zu und mit 
diesem verbunden die Anzahl an Transkriptionsfaktoren zur Integration der verschiedenen 
Faktoren in den Lebenszyklus (202,203). Transkriptionsfaktoren vermögen es, die 
Verbindung zwischen einem spezifischen Umweltstimulus und der entsprechenden 
a) Einkomponentensystem b) Zweikomponentensystem
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Lange Zeit wurde angenommen, dass Zweikomponentensysteme das am weitesten 
verbreitete System der prokaryotischen Genregulation als Folge von Umwelteinflüssen sind. 
Erst der Vergleich von 145 bakteriellen Genomen zeigte, dass der Großteil der 
Signaltransduktionen über Einkomponentensysteme erfolgt. Einkomponentensysteme sind 
weiter verbreitet und evolutionär älter als Zweikomponentensyteme. Außerdem weisen sie 
eine vielfältigere Domänenstruktur auf, als ihre aus zwei Komponenten bestehenden 
Gegenstücke (203). In Einkomponentensystemen sind die Signaleingangsdomäne und die 
Signalausgabedomäne direkt in einem Protein fusioniert (Abb. 6) und stellen damit die 
einfachste Form der mikrobiellen Transkriptionsfaktoren dar (204). Die 
Signalausgabedomäne besitzt meist eine DNA-Bindefunktion in Form von zum Beispiel "zinc 
finger"-, "leucin zipper"- oder "helix-turn-helix"-Motiven (205). Die Fähigkeit DNA zu binden 
wird dabei durch die Signaleingangsdomäne beeinflusst. Letztere bindet meist kleine 
Effektormoleküle, die als Corepressor oder Induktor bezeichnet werden. Die Bindung dieser 
Signalmoleküle, die bei metabolischen Prozessen entweder das Substrat oder Produkt des 
Stoffwechselweges oder auch ein Intermediat sein können (206), beeinflusst die Orientierung 
der DNA-Bindemodule zueinander und somit die Affinität der Signalausgangsdomäne für die 
Operatorsequenz auf der Ziel-DNA (207,208). Durch diese allosterischen Effekte kann die 
Affinität des Regulatorproteins zu DNA entweder erhöht oder reduziert werden (209,210). In 
anderen Beispielen konnte bereits gezeigt werden, dass erst die Bindung eines 
Effektormoleküls zur korrekten Assemblierung des Transkriptionsfaktors führt (207). 
 
3.5.1.1 Die helix-turn-helix Gruppe der GntR-Transkriptonsregulatoren 
Das "helix-turn-helix" (HTH)-DNA-Bindemotiv ist in Transkriptionsregulatoren aller Domänen 
des Lebens weit verbreitet (211) und wird auf Grund von Sequenzidentitäten in verschiedene 
Untergruppen eingeteilt. Eine dieser Untergruppen ist die GntR-Superfamilie, die nach dem 
Repressor des Gluconat-Operons in Bacillus subtilis benannt wurde (212,213). Die DNA-
Bindedomäne ist innerhalb dieser Superfamilie strukturell hoch konserviert und besteht aus 
einem 3-Helixbündel und einem kleinen β-Sheet (wing). Die Effektorbinde- und 
Oligomerisationsdomäne (E-O), die an die winged-HTH anschließt, unterliegen einer 
größeren Heterogenität und wird daher genutzt um die GntR-Superfamilie in weitere 
Untergruppen einzuteilen (126). Es wird zwischen sieben GntR-Subfamilien unterschieden: 





Regulatoren in einem Organismus hängt nicht nur von dessen Genomgröße ab, sondern 
auch von der besiedelten ökologischen Nische. Je komplexer der Lebensraum, desto mehr 
GntR-Typ Transkriptionsregulatoren werden im Genom kodiert um eine schnelle Anpassung 
an etwaige Umweltveränderungen zu ermöglichen (214).  
 
3.5.1.2 Die MocR-Subfamilie der GntR-Typ Transkriptionsregulatoren 
Die MocR-Subfamilie zeichnet sich durch die überdurchschnittliche Länge der Effektorbinde- 
und Oligomerisierungsdomäne von 350 Aminosäuren und deren Homologie zu 
Aminotransferasen der Klasse I aus (126,217,218). Sie sind innerhalb der Ordnung der 
Bakterien weitverbreitet, aber nicht in Archaeen beschrieben. Ob und in welcher Anzahl 
MocR-Typ Regulatoren in einem bakteriellen Genom vorkommen, ist jedoch sehr heterogen 
(219). Die enzymatischen Aminotransferasen der Klasse I sind im Allgemeinen als Dimere 
aktiv, in denen jede Untereinheit ein Molekül Pyridoxal-5'-Phosphat (PLP; die aktive Form 
des Vitamins B6) über eine Aldiminbindung an die ε-Aminogruppe eines konservierten Lysins 
bindet (220). Mit Hilfe dieser prosthetischen Gruppe transferieren sie die primäre 
Aminogruppe einer Aminosäure auf die Ketogruppe einer Ketosäure (221). In vielen MocR-
Typ Regulatoren sind die Aminosäuren für die Koordinierung des PLP-Cofaktors konserviert 
(219,222). Jedoch sind auch MocR-Typ Regulatoren bekannt, in denen eine oder mehrere 
dieser konservierten Aminosäuren durch andere Aminosäuren ausgetauscht sind. Für diese 
wird vermutet, dass sie möglicherweise nicht in der Lage sind PLP zu binden oder dieses 
unter Verwendung eines anderen Mechanismus koordinieren (219,223,224).   
 Einige MocR-Typ Regulatoren sind bereits näher beschrieben worden. Dazu gehören 
zum Beispiel PdxR aus Listeria monocytogenes und Bacillus clausii (223,225) oder TauR 
aus Rhodobacter capsulatus (226). Das strukturell und funktionell am besten charakterisierte 
Mitglied der MocR-Subfamilie ist aber GabR aus B. subtilis (227–231). GabR fungiert als 
Autorepressor gegenüber seinem eigenen Strukturgen, aber als Aktivator für das gabTD-
Operon und ist so verantwortlich für den Stoffwechsel der Kohlenstoff- und Stickstoffquelle 
γ-Aminobutyrat (GABA) (227–229). Die E-O-Domäne von GabR besitzt alle konservierten 
Aminosäuren, die für die Koordination eines PLP-Cofaktors notwendig sind (Abb. 7 B). Und 
tatsächlich ist die Aktivierung des gabTD-Operons von der Anwesenheit der prosthetischen 
Gruppe abhängig. GabR ist in der Lage eine Halbreaktion des Transaminierungszyklus 
zwischen PLP und GABA auszuführen. In diesem Reaktionsschritt, wird das interne Aldimin 
(Schiff'sche Base) zwischen dem Lysin des GabR und der Aldehydgruppe des PLP gelöst 
und stattdessen ein externes Aldimin mit der primären Aminogruppe des GABA gebildet. 
Dieser Komplex verbleibt im Aktivenzentrum des GabR-Moleküls, ist aber nicht mehr 
kovalent in der Effektorbindedomäne verankert (227). Die Umlagerung der Schiff'schen Base 





einher, welche daraufhin an ihre entsprechende DNA-Sequenz binden kann und so die 
Transkription von gabTD ermöglicht. Um eine vollständige Transaminierungsreaktion, wie bei 
Aminotransferasen bekannt, durchzuführen, müsste GabR in der Lage sein, eine 
entsprechende Ketosäure zu binden. Die Substratspezifität von Aminotransferasen der 
Klasse I wird durch zwei, im aktiven Zentrum lokalisierte, Argininreste determiniert (232–
234). GabR besitzt einen dieser konservierten Argininreste, welcher die Bindung von GABA 
ermöglicht, nicht jedoch das zweite, welches α-Ketoglutarat oder ein anderes Substrat der 
Transaminierung stabilisieren könnte (229–231). GabR ist daher nicht in der Lage einen 
vollständigen enzymatischen Reaktionszyklus auszuführen. MocR-Typ 
Transkriptionsregulatoren sind Beispiele für eine evolutionäre Entstehung von 
Transkriptionsfaktoren durch die Fusionierung einer DNA-Bindedomäne und einem Enzym, 
welches dann einen Teil seiner enzymatischen Aktivität verloren hat (235,236). 
 
 
Abbildung 7: GabR aus B. subtilis 
(A) Dargestellt ist die quarternäre Struktur von GabR aus B. subtilis. GabR bildet ein 'head-to-tail' 
Homodimer. Die N-terminale Domäne der ersten Untereinheit interagiert dabei mit der C-terminalen 
Domäne der zweiten Untereinheit. Die Aminotransferasedomäne ist in grau dargestellt, der Linker in 
grün und die wHTH-Domäne in blau/organgefarben. (B) Dargestellt ist die Amidbindung der 
Schiff'schen Base zwischen PLP und Lys-312 in der Effektorbindedomäne von GabR. Andere 













3.5.1.3 Die Lrp/AsnC-Familie 
Die Lrp/AsnC-Familie von Transkriptionsregulatoren, ist auch unter dem Namen der 'feast 
and famine' Familie bekannt. Der evolutionäre Ausgangspunkt für die Entstehung dieser 
Regulatorfamilie liegt noch vor der Divergenz zwischen Bakterien und Archaeen und ist 
daher bis heute in diesen beiden Domänen des Lebens weit verbreitet. Bisher wurden keine 
Hinweise auf diesen Typ Regulator in Eukaryoten gefunden (131,237). Lrp/AsnC-Typ 
Transkriptionsregulatoren sind DNA-Bindeproteine mit einer monomeren Größe von etwa 15 
kDa. Die funktionelle Einheit entsteht erst durch ihre Oligomerisierung zu Dimeren, 
Tetrameren, Octameren oder auch Hexadecameren (238–243). Alle bisher untersuchten 
Lrp/AsnC-Transkriptionsregulatoren bestehen aus einer N-terminalen 'helix-turn-helix'-DNA-
Bindedomäne, einem relativ langen Linker und einer C-terminalen Effektorbindedomäne. Im 
oligomeren Zustand zeigen die DNA-Bindedomänen nach außen und es wird angenommen, 
dass die entsprechende DNA mehrere Erkennungssequenzen trägt und so in einer 
Nukleosom-ähnlichen Struktur um das globuläre Protein gelegt wird (132,241,244,245). 
Vertreter dieser Regulatorfamilie binden eine Reihe von Aminosäure-Effektoren, wie 
L-Leucine, L-Glutamine, L-Alanine, L-Tyrosine, L- Tryptophane, oder L-Aspartate, die die 
entsprechende regulatorische Funktion beeinflussen (241,246,247). Dabei führt die Bindung 
eines Effektors entweder zur Assemblierung oder Deassemblierung des oligomeren 
Zustands oder verändert die DNA-Affinität der DNA-Bindedomäne (17,132,241). Sie 
beeinflussen den zellulären Metabolismus entweder global (Lrp) oder spezifisch (AsnC) 
(248) in einer Reihe von Prozessen, wie den Aminosäuremetabolismus, die Pili-Synthese, 
oder die DNA-Reparatur (131,249–251).  
In E. coli wird die Expression des asnC-Gens über die Anwesenheit von Stickstoff reguliert. 
Unter Stickstoffmangel aktiviert das Ntr (nitrogen control)-System das Nac (nitrogen 
assimilation control)-Protein, welches dann die Expression von asnC reprimiert und so 
verhindert, dass die Argininsynthese erfolgt. Dies vermeidet einen übermäßigen Verbrauch 
von Stickstoff. Das Nac-Protein aktiviert unter anderem auch das gabDTPC-Operon von 
E. coli, welches unter limitierten Stickstoffbedingungen für den GABA-Transport und              
-Katabolismus verantwortlich ist (252). Diese Beobachtungen lieferten den ersten Hinweis, 
dass asnC auch unter dem Einfluss der allgemeinen Stickstoffkontrolle des Ntr (nitrogen 
regulatory)-Systems steht (253,254) (vide infra). Ein Einfluss, der zuvor bereits für mehrere 









Signaltransduktionsprozesse können neben Einkomponentensystemen auch von 
Zweikomponentensystemen ausgeführt werden. Im Allgemeinen bestehen diese 
Zweikomponentensysteme aus einer Sensorkinase und einem dazugehörigen 
Antwortregulator (Abb. 6). Orthodoxe Sensorkinasen bestehen dabei aus drei Untereinheiten 
(Sensor-, Dimerisierungs- und katalytische Domäne) und nehmen je nach Aufbau bestimmte 
physikalische oder chemische Signale aus dem Cytoplasma, der Zellmembran oder dem 
periplasmatischen Raum der bakteriellen Zelle wahr. Die Reizeinwirkung bewirkt eine ATP-
abhängige Autophosphorylierung eines konservierten Histidins in der 
Dimerisierungsdomäne. Diese energiereiche Phosphatgruppe wird auf ein konserviertes 
Aspartat in der, sowohl auf Sequenz- als auch auf Strukturebene hochkonservierten, 
Empfängerdomäne des Antwortregulator übertragen (Abb. 6). Diese Modifizierung verändert 
die biochemischen Eigenschaften der Signalausgabedomäne, welche daraufhin die 
designierte Funktion ausführen kann. Zu diesen gehören unter anderem die DNA-Bindung 
und transkriptionelle Kontrolle bestimmter Gene, aber auch enzymatische Funktionen oder 
Protein-Protein-Interaktionen (257). Zusätzlich zu der Kinaseaktivität weisen einige 
Sensorkinasen auch eine Phosphataseaktivität gegenüber ihrem Antwortregulator auf (258–
260). 
 
3.5.2.1 Stickstoffkontrolle durch die Ntr-Zweikomponentensysteme 
Ammonium-Ionen sind in den meisten Fällen die bevorzugte Stickstoffquelle von Bakterien. 
Dennoch müssen Mikroorganismen in bestimmten Ökosystemen ihren Metabolismus häufig 
auf alternative Stickstoffquelle einstellen und sind daher in der Lage, eine große Anzahl von 
Transportern für die Aufnahme und Enzymen für den Katabolismus anderer, stickstoffhaltiger 
Metabolite zu synthetisieren. Diese reichen von einfachen anorganischen Verbindungen, wie 
molekularem Stickstoff und Nitrat, zu komplexen Verbindungen, wie Aminosäuren und 
Nukleosiden (261). Die Regulation der Aktivität dieser Enzyme ist eng mit der Anwesenheit 
ihrer jeweiligen Substrate verbunden und unterliegt der Stickstoffkontrolle (262). Das globale 
Ntr-System besteht aus mehreren Enzymen und Transkriptionsfaktoren, zu welchem neben 
der Glutamatsynthase, auch das Zweikomponentensystem NtrBC gehört (Abb. 8). NtrB ist 
ein cytoplasmatisches Protein mit sowohl einer Histidinkinase-, als auch einer 
Phosphataseaktivität. Abhängig von der Stickstoffverfügbarkeit kann NtrB sich 
autophosphorylieren und eine Phosphatgruppe an seinen Antwortregulator (NtrC) 
weitergeben, oder aber als Phosphatase aktiv werden und so die schnelle 
Dephosphorylierung von NtrC~P ermöglichen. Phosphoryliertes NtrC aktiviert die 





Glutaminsynthetase, Transporter, Aminosäurepermeasen und katabolische Enzyme umfasst, 
die gemeinsam das Überleben unter Stickstofflimitation ermöglichen (261,263,264). 
 
  
Abbildung 8: Zweikomponentensysteme der generelle Stickstoffkontrolle 
Dargestellt sind das nifR3ntrBC-Operon und die Gene des NtrYX-Zweikomponentensystems. Gene 
werden durch farbige Pfeile dargestellt. Die Promotoren der Operons sind durch gebogene Pfeile 
abgebildet. ntrB und ntrY kodieren für Sensorkinasen, ntrC und ntrX für die korrespondierenden 
Antwortregulatoren. Die Funktion des NifR3-Transkriptionsregulators ist bisher nicht vollständig 
verstanden (265). (19,266,267) 
 
Es konnte bereits in mehreren Organismen gezeigt werden, dass stromabwärts des 
nifR3ntrBC-Operons ein weiteres Zweikomponentensystem kodiert wird (ntrXY) (18,267–
269) (Abb. 8). Der Aufbau dieses Genclusters ist in allen Alphaproteobacteria konserviert 
kommt aber auch in anderen bakteriellen Phyla vor (266). In S. meliloti und weiteren 
Organismen überlappt das Startcodon des Histidinkinasegens ntrY mit der kodierenden 
Sequenz von ntrC. Das ntrY-Gen besitzt einen eigenen Promotor, aber auf Grund einer 
fehlenden Terminatorsequenz hinter ntrC, kann die Co-Transkription des gesamten 
Genclusters nicht ausgeschlossen werden (19,266,267). Für Azospirillu brasilense konnte 
gezeigt werden, dass das NtrXY-Zweikomponentensystem in der Lage ist, eine nifR3ntrBC-
Deletion zu komplementieren (267). Eine mögliche Kommunikation zwischen den beiden 
Zweikomponentensystemen wurde ebenfalls mehrfach diskutiert, vor allem weil NtrY im 
Gegensatz zu dem cytoplasmatischen NtrB Transmembrandomänen besitzt, die 
möglicherweise auf eine Erkennung der relevanten Stimuli im extrazellulären Raum 
hinweisen (19,262,267,270). Spezifisch für das NtrXY-Zweikomponentensystem wurde in 
Azorhizobium caulinodans, A. brasilense, S. meliloti und Brucella-Spezies gezeigt, dass es in 
die Verwendung alternativer Stickstoffquellen, die symbiotische Knöllchenbildung, die 











In vielen Bakterien spielen die Aminosäuerederivate Ectoin und 5-Hydroxyectoin eine 
wichtige Rolle. In ihrer Hauptfunktion sind sie weit verbreitete kompatible Solute und 
schützen so vor einer Reihe verschiedener Stressfaktoren, wie Salz und Hitze (7,76,83). In 
einer sekundären Funktion handelt es sich um effektive Nährstoffe, ins Besondere im 
Hinblick auf die zwei, im Heterozyklus enthaltenen Stickstoffatome (Abb. 1). Während die 
Synthese dieser osmotischen Schutzsubstanzen gut verstanden ist (91,147), ist der 
Katabolismus und dessen transkriptionelle Kontrolle noch unzureichend untersucht. 
 
Basierend auf vorherigen genetischen und biochemischen Analysen des Ectoin- und 
5-Hydroxyectoinkatabolismus in S. meliloti und H. elongata (124,128) wurde eine Hypothese 
für den katabolen Stoffwechselweg der Ectoine in R. pomeroyi DSS-3 aufgestellt. Erstmals 
bezog diese auch die Umwandlung von 5-Hydroxyectoin zu Ectoin mit ein [persönliche 
Kommunikation J. Heider; in (15)]. Ziel dieser Arbeit ist es, diese Hypothese mit Hilfe von 
physiologischen und genetischen Untersuchungen kritisch zu betrachten und die Funktionen 
der hypothetischen Genprodukte des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-ssd-atf-Genclusters zu 
überprüfen. Außerdem wird die transkriptionelle Regulation des 15 kbp langen Operons, im 
Hinblick auf die relative Lage der Promotoren und dem Einfluss von Ectoin und 
5-Hydroxyectoin auf deren Expression, betrachtet. In einem besonderen Fokus steht dabei 
die biochemische Charakterisierung des MocR/GabR-Typ Regulators EnuR und dessen 
Abhängigkeit von dem putativen Cofaktor PLP. Außerdem wurde der Einfluss des 
Zweikomponentensystems der generellen Stickstoffkontrolle, NtrXY, auf die Expression der 
katabolen Ectoin/5-Hydroxyectoin-Gene untersucht. Ein erster Hinweis für die Beteiligung 
dieses Zweikomponentensystems am Ectoin-Katabolismus in R. pomeroyi DSS-3 ergab sich 
im Verlauf der Bachelorarbeit von T. Böning (2008) durch eine Transposon-Mutagenese. 
Das Heranziehen von bioinformatische Analysen soll Einblicke in die Verbreitung und die 
evolutionäre Konservierung des hier untersuchten Stoffwechselwegs geben. 
 
Die Erkenntnisse aus dieser Arbeit sollen zum tieferen Verständnis des Katabolismus von 










Ectoin und 5-Hydroxyectoin (4,5) sind osmotische Schutzsubstanzen, die von Vertretern 14 
bakterieller und archaealer Phyla de novo synthetisiert werden können (6,7). Die weite 
Verbreitung in einer Vielzahl verschiedener Habitate macht diese Aminosäurederivate zu 
wertvollen Nährstoffen für andere Mikroorganismen oder den produzierenden Organismus 
selbst. Schwibbert et al. (2011) postulierten einen Reaktionsweg für den Katabolismus von 
Ectoin zu L-Aspartat über die DoeABCD-abhängige Enzymkaskade. Mit Hilfe 
bioinformatischer Analysen konnte dieser katabole Ectoin-Abbauweg auch in 
R. pomeroyi DSS-3 identifiziert und beschrieben werden. Dabei wird in diesem Fall eine 
andere Nomenklatur für die beteiligten Genprodukte genutzt (EutDE-Atf-Ssd) (15). Im 
Rahmen dieser Studie konnte erstmals auch ein enzymatischer Abbauweg für 
5-Hydroxyectoin postuliert werden, welcher in R. pomeroyi DSS-3 einer Enzymkaskade aus 
EutABC bedarf. Im Folgenden werden die physiologischen und genetischen Grundlagen des 
5-Hydroxyectoin- und Ectoin-Katabolismus in Ruegeria pomeroyi DSS-3 untersucht. 
 
4.1 Osmoprotektion in Ruegeria pomeroyi DSS-3 
Um die Fähigkeit der Aufnahme und Akkumulation von externen kompatiblen Soluten zum 
Schutz vor erhöhter externer Salinität durch das marine Bakterium R. pomeroyi DSS-3 zu 
untersuchen, wurden zunächst das Wachstum des Mikroorganismus in Basalmedium mit 
Glucose und NH4Cl als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle unter ansteigenden Osmolaritäten 
betrachtet. R. pomeroyi DSS-3 wurde in Medien mit sukzessiv ansteigenden NaCl-
Konzentrationen (0,2 M bis 1,6 M) kultiviert und dessen Wachstumsertrag (OD578) nach 48 
Stunden dokumentiert.  
Abbildung 8 veranschaulicht die Toleranz des marinen Bakteriums R. pomeroyi DSS-3 
gegenüber Schwankungen der Osmolarität. Das standartmäßig verwendete Medium hatte 
eine NaCl-Konzentration von 0,2 mol*l-1. Bereits bei einer Erhöhung der NaCl-Konzentration 
um 0,4 mol*l-1 zeigt R. pomeroyi DSS-3 ein deutlich verlangsamtes Wachstum und im 
Vergleich zum Ausgangsmedium einen um die Hälfte reduzierten Wachstumsertrag in der 
gleichen Zeitspanne. Wird die NaCl-Konzentration auf 1 mol*l-1 erhöht, zeigt das hier 








Abbildung 9: Das Wachstum vom R. pomeroyi DSS-3 in Abhängigkeit steigendender 
Salzkonzentrationen 
Gezeigt ist das Wachstum des Wildtypstamms R. pomeroyi DSS-3 nach 48 h, welcher in 
Basalmedium mit steigender Salzkonzentration (0,2 M NaCl – 1,6 M NaCl in 200 mM Schritten) bei 
30°C kultiviert wurde. Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus zwei biologischen 
Parallelen mit jeweils 2 technischen Parallelen berechnet. 
 
Diese letztere Bedingung wurden genutzt, um dem Medium verschiedene kompatible Solute 
(1 mM) zuzusetzen um deren Einfluss auf das bakterielle Wachstum unter Salzstress zu 
untersuchen. Nach 48 Stunden wurde die optische Dichte (OD578) aufgenommen und das 
Wachstum der Zellkulturen ohne und mit zugesetzten kompatiblen Soluten verglichen. 
 Der Zusatz von Cholin, Glycin-Betain, Cholin O-Sulfat, γ-Crotonobetain oder Carnitin 
führte zu einem verbesserten Wachstum des marinen Bakteriums unter erhöhten osmolaren 
Bedingungen. Neben Pipecolinat, DMSP, Homobetain, Prolin und Prolin-Betain können auch 
5-Hydroxyectoin und Ectoin von R. pomeroyi DSS-3 nicht als osmotische Schutzsubstanzen 























Abbildung 10: Osmoprotektion von R. pomeroyi DSS-3 durch verschiedene kompatible Solute 
Dargestellt ist das Wachstum des Wildtypstamms R. pomeryoi DSS-3 nach 48 h, welcher in 
Basalmedium mit 1 M NaCl bei 30°C kultiviert wurde. Dem Medium wurden 1 mM verschiedenster 
kompatibler Solute zugesetzt. Der graue Balken markiert den Wachstumsertrag der Kultur, der keine 
Osmoprotektiva zugesetzt wurden. Rote Balken heben jene Kulturen hervor, die durch den Zusatz der 
kompatiblen Solute ein besseres Wachstumsverhalten aufweisen. Schwarze Balken stehen für jene 
Kulturen, die die im Medium vorhandenen kompatiblen Solute nicht aufnehmen können und daher 
keinen zusätzlichen Schutz erfahren. Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus zwei 
biologischen Parallelen mit jeweils 2 technischen Parallelen berechnet. 
 
4.2 'Northern Dot Blot'-Analysen zur Transkription verschiedener Gene des 
katabolen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Operons  
Der UehABC TRAP-Transporter ist Teil des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-
Operons. Dessen substratinduzierte Aufnahme von Ectoinen in R. pomeroyi DSS-3 wurde 
bereits in früheren Studien gezeigt (127). Auch in S. meliloti konnten Ectoin-induzierte 
Proteine nachgewiesen werden, die möglicherweise in den Katabolismus von dieser 
osmotischen Schutzsubstanzen involviert sind (124). Ob die Expression der Gene, für 
welche vorausgesagt wird, dass sie in R. pomeroyi DSS-3 verantwortlich für den 
5-Hydroxyectoin- und Ectoin-Katabolismus sind, ebenfalls substratinduziert sind, wurde 
mittels 'Northern Dot Blot'-Hybridisierungsstudien ermittelt. Um den potentiellen Anstieg der 
Transkription der beteiligten Gene zu untersuchen, wurde R. pomeroyi DSS-3 in 
Anwesenheit und Abwesenheit von 5-Hydroxyectoin und Ectoin kultiviert und anschließend 
die gesamte RNA isoliert. Um den Level der Transkription zu bestimmen, wurden die zwei 
ersten (enuR und uehA) und die zwei letzten Gene (ssd, atf) des Operons mittels markierter 

















Gens auf einem sehr niedrigen Level und unabhängig von den zur Verfügung stehenden 
Substraten erfolgt. Im Gegensatz dazu erfährt die Transkription der uehA, ssd und atf-Gene 
eine starke Induktion, wenn sich entweder Ectoin oder 5-Hydroxyectoin im 
Wachstumsmedium befinden. Die Transkription des R. pomeroyi DSS-3 DMSP-Lyase-Gens 
dddW wurde ebenfalls in Abhängigkeit von externen Ectoinen untersucht. DddW ist Teil des 
Katabolismus des kompatiblen Soluts DMSP (43). Dieses Experiment diente der Kontrolle 
des Versuchsaufbaus, da für die Transkription dieses Gens keine Ectoinabhängigkeit zu 
erwarten war. Tatsächlich erwies sich die Expression des dddW-Gens als unbeeinflusst von 
der Anwesenheit von 5-Hydroxyectoin oder Ectoin im Wachstumsmedium (Abb. 11).  
 
 
Abbildung 11: Transkriptionelle Kontrolle des R. pomeroyi DSS-3 enuR-uehABC-usp-
eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons 
Abgebildet sind die Northern Dot-Blot Analysen der Transkriptionslevel von enuR, uehA, ssd, atf und 
dddW. R. pomeroyi DSS-3 wurde in Basalmedium mit entweder Glucose, Ectoin, oder 5-
Hydroxyectoin (je 28 mM) kultiviert und die gesamte RNA extrahiert. Eine serielle Verdünnungsreihe 
dieser RNA wurde auf eine Nylonmembran aufgebracht und mit DIG-markierten, Gen-spezifischen 
anti-sense RNA-Sonden hybridisiert. Als Kontrolle diente das dddW-Gen des DMSP-Katabolismus in 
R. pomeroyi DSS-3 (43). 
 
4.3 Der Einfluss verschiedener chromosomaler Deletionen auf das Wachstum 
von R. pomeroyi DSS-3 mit Ectoinen als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle 
Um zu beweisen, dass das enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operon für den 
Katabolismus von 5-Hydroxyectoin und Ectoin verantwortlich ist, wurde eine chromosomale 
Deletion (Abschnitt 6.2.8.5, Abb. 42) des gesamten Genclusters [Δ(enuR-uehABC-usp-
eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1] erstellt. Dafür wurde das gesamte Gencluster durch eine 
nicht-polare Gentamycin-Kassette (persönliche Kommunikation I. Lidbury, UK) ersetzt und im 
Anschluss das Wachstumsverhalten des resultierenden Stammes ASR6 im Vergleich zu 
dem Rifampicin-resistenten Wildtypstamm R. pomeroyi J470 untersucht. Letzterer ist in der 
Lage, sowohl Ectoin als auch 5-Hydroxyectoin als alleinige Kohlstoff- und Stickstoffquelle zu 
nutzen. Die Deletionsmutante R. pomeroyi ASR6 hingegen hat diesen Phänotyp verloren 





Phänotyp nicht zustande kommt, weil der 5-Hydroxyectoin/Ectoin-spezifische Transporter 
UehABC (127) aus dem Genom entfernt worden war, wurde ebenfalls eine Deletion erstellt, 
die ausschließlich die katabolen Gene in Verbindung mit asnC [Δ(eutABCDE-asnC-ssd-
atf::Gm)1] umfasst. Eine Wiederholung der Wachstums-versuche (Abb. 12 B) führte zu der 
gleichen Beobachtung. Wie in H. elongata und S. meliloti (124,128) zuvor beschrieben, ist 
auch das hier untersuchte enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operon (Abb. 2) aus 
R. pomeroyi DSS-3  verantwortlich für den Katabolismus von Ectoin. Besonders 
hervorgehoben sollte dabei werden, dass dieses Operon ebenfalls für die 
Verstoffwechselung von 5-Hydroxyectoin entscheidend ist, eine Beobachtung, die in 
bisherigen Studien nicht untersucht worden war. Um auszuschließen, dass die Erstellung der 
Deletionsmutante und die damit verbundene Insertion der Gentamycin-Kassette in das 
Genom nicht zu einer generellen Wachstumsstörung von R. pomeroyi DSS-3 im 
Basalmedium führt, wurde stets eine Kontrollkultur mit Glucose und NH4Cl als Kohlenstoff- 
und Stickstoffquelle mitgeführt. Diese zeigten jedoch keine Veränderung in ihrem 
Wachstumsverhalten (Abb. A1). Diese Wachstumskontrollen wurden auch für alle weiteren 
untersuchten Deletionsstämme mitgeführt, wiesen jedoch keine phänotypischen 
Veränderungen auf. Aus diesem Grund wird hier auf die Darstellung dieser verzichtet. 
 
Wie in den 'Dot Blot'-Analysen (Abb. 11) beschrieben, erfolgt die Transkription des ersten 
Gens des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons substratunabhängig. Die 
Co-Transkription des gesamten Genclusters ausgehend von dem enuR-Promotor 
[persönliche Mitteilung N. Stöveken, in (15)], lässt vermuten, dass EnuR eine besondere 
Rolle in der Regulation der Genexpression des vorliegenden Operons einnimmt. Bekannte 
MocR/GabR-Typ Regulatoren (126,228) sind sowohl als Aktivatoren als auch als 
Autorepressoren beschrieben (224,226,227). Um die Funktion von EnuR auf das Operon zu 
untersuchen, wurde eine Δ(enuR1-975::Gm)1-Mutante konstruiert (Stamm ASR7), welche die 
ersten 975 bp des 1395 bp langen Gens aus dem Chromosom entfernt. Wie in Abb. 12 C 
dargestellt, weist diese jedoch keinen Wachstumsphänotyp im Vergleich zum R. pomeroyi 
Wildtypstamm (Abb. 12 A) auf. Es ist daher anzunehmen, dass EnuR im Gegensatz zu 








Abbildung 12: Wachstumskurven des Rif
R
 Wildtypstamms R. pomeroyi J470 und diverser 
Mutantenstämme  
R. pomeroyi J470 und Mutanten, in denen verschiedene katabole oder regulatorische Gene des 
enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons deletiert wurden, wurden in Basalmedium mit 
entweder 5-Hydroxyectoin (Quadrate) oder Ectoin (Kreise) als alleinige Kohlenstoff- und 
Stickstoffquelle kultiviert. Die Substratkonzentration betrug 28 mM. (A) Wachstum des 
Wildtypstammes R. pomeroyi J470 (geschlossene Symbole) und der Δ(enuR-uehABC-usp-
eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1-Mutante R. pomeroyi ASR6 (offene Symbole) (B) Wachstum von R. 
pomeryoi ASR 12 Δ(eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1 (C) Wachstum des R. pomeroyi -Stammes ASR7 
Δ(enuR1-975::Gm)1 (D) Wachstumskurven des Stammes R. pomeroyi ASR11 Δ(eutABC::Gm)1 (E) 
Wachstum von R. pomeroyi ASR8 Δ(eutD::Gm)1 (F) Wachstum des Mutantenstammes R. pomeroyi 
ASR14 Δ(ssd-atf::Gm)1 (G) Wachstum von R. pomeroyi ASR10 Δ(asnC-ssd-atf::Gm)1 (H) Wachstum 









































































































Die detailierte Beschreibung der putativen Reaktionsschritte des 5-Hydroxyectoin und 
Ectoin-Abbaus in R. pomeroyi DSS-3 umfasst die Bildung von Ectoin aus 5-Hydroxyectoin 
durch die enzymatischen Reaktionen der Genprodukte von eutA, eutB und eutC [persönliche 
Kommunikation J. Heider; in (15)] (Abb. 3). Die Bestätigung dieser Hypothese konnte durch 
eine genomische Deletion der entsprechenden Gene in R. pomeroyi DSS-3 erbracht werden. 
R. pomeroyi ASR11 [Δ(eutABC::Gm)1] ist in der Lage, Ectoin als alleinige Kohlenstoff-, 
Stickstoff- und Energiequelle zu nutzen, hat jedoch die Fähigkeit verloren, gleiches für 
5-Hydroxyectoin zu tun. Die Enzyme EutA, EutB und EutC sind daher in der Tat 
verantwortlich für die Verstoffwechselung von 5-Hydroxyectoin. Sie nehmen aber keinen 
Einfluss auf den Katabolismus von Ectoin durch R. pomeroyi DSS-3 zu 
Energiegewinnungszwecken (Abb. 12 C).  
 
Bereits von Schwibbert et al. (2011) wurde ein Reaktionsweg für den enzymatischen Abbau 
von Ectoin zu L-Aspartat postuliert. In diesem, wie auch in der in Abbildung 3 beschriebenen 
Enzymkaskade [persönliche Mitteilung H. Heider; in (15)], stellt die Hydrolyse des 
heterocyclischen Ectoin-Rings durch das EutD-Enzym die Schlüsselreaktion dar. In 
R. pomeroyi DSS-3 sollte eine Deletion des entsprechenden Gens daher zu einem Verlust 
des Wachstums auf sowohl Ectoin als auch 5-Hydroxyectoin führen. In der Tat erwies sich 
die Δ(eutD::Gm)1-Mutante (Stamm ASR8) als nicht in der Lage, Ectoin und sein 5-Hydroxy-
Derivat als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle zu nutzen (Abb. 12 E). Dies entspricht den 
Beobachtungen von Schwibbert et al. (2011) für eine entsprechende Mutante in H. elongata. 
 
Die letzten zwei enzymatischen Schritte des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus werden 
durch die Enzyme Atf (Acetylornithin-Aminotransferase) und Ssd (Succinatsemialdehyd 
dehydrogenase) katalysiert (15,124,128). Eine chromosomale Deletion dieser beiden Gene, 
wie sie im R. pomeroyi-Stamm ASR14 [Δ(ssd-atf::Gm)1] vorliegt, führt zu keinem 
erkennbaren Wachstumsphänotyp (Abb. 12 F). Durch die benannten Enzyme erfolgt die 
Umwandlung von L-2,4-Diaminobutyrat zu L-Aspartat und Glutamat. Dabei entstehen 
L-Aspartat-β-Semialdehyd als Zwischenprodukt (Abb. 3) (15,128). Es handelt sich hierbei um 
Kohlenwasserstoffverbindungen, die unter anderem auch im Aminosäuremetabolismus von 
beispielsweise Glycin, Serin und Threonin vorkommen und daher wieder dem allgemeinen 
Metabolismus zugeführt werden können (144). Wird das im Operon unmittelbar 
stromaufwärts-gelegene Gen asnC (Abb. 2) in die Deletion mit eingebunden, wie es für den 
R. pomeroyi-Stamm ASR10 [Δ(asnC-ssd-atf::Gm)1 ] erfolgt ist, so ist ein Wachstum auf 
Ectoinen als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle nicht mehr möglich (Abb. 12 G). 
Dieser Transkriptionsregulator der Lrp/AsnC-Familie (249) scheint eine wichtige Funktion in 





Genclusters zu übernehmen und wie einige seiner bekannten Orthologe ein 
Transkriptionsaktivator zu sein (16,271).  
 
Im Rahmen der Bachelorarbeit von T. Böhning (2008) wurden mittels 
Transposonmutagenese-Studien das Zweikomponentensystem NtrXY (19,267) als 
möglicherweise wichtig für den Ectoin/5-Hydroxyectoin-Katabolismus identifiziert. Eine klare 
Aussage war zu dem Zeitpunkt dieser Untersuchungen jedoch nicht möglich, da neben der 
Tn-Insertion in ntrXY auch Tn-Insertionen in anderen Regionen des Chromosoms vorlagen 
(272). Eine gezielte genomische Deletion dieses Systems (Stamm ASR9; [Δ(ntrXY::Gm)1]) 
konnte die Vermutungen aus der früheren Studie bestätigen (Abb. 12 H). Der Katabolismus 
von Ectoinen in R. pomeroyi DSS-3 ist direkt abhängig von einem  funktionellen NtrXY-
Zweikomponentensystem. Das enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operon steht 
daher unter Transkriptionskontrolle durch den Antwortregulator NtrX. 
Im Zusammenhang mit der Beobachtung, dass eine Δ(ntrXY)-Mutante nicht in der Lage ist 
5-Hydroxyectoin oder Ectoin zu katabolisieren, wurde untersucht, ob diese Mutation des 
Stickstoffsensors zu einer generellen Unfähigkeit führte, bestimmte Stickstoffquellen effektiv 
zu nutzen. Um die NtrXY-Abhängigkeit bestimmter Stoffwechselwege zu testen, wurden der 
R. pomeroyi-Wildtypstamm J470 und R. pomeroyi ASR9 [Δ(ntrXY::Gm)1] in Basalmedium 
mit entweder 5-Hydroxyectoin oder Ectoin als gleichzeitige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle 
oder mit Glucose als Kohlenstoffquelle und verschiedenen Stickstoffquellen (NH4Cl, Ectoin, 
5-Hydroxyectoin, Cholin, GB, Methylamin) kultiviert. Die OD578 wurde nach 21 und nach 69 
Stunden gemessen. Wie in Abbildung 13 A dargestellt, führt der Verlust des NtrXY-
Zweikomponentensystems unter allen getesteten Bedingungen nach 21 Stunden 
Kultivierungsdauer zu einem deutlichen Wachstumsdefizit gegenüber dem Wildtyp-Stamm. 
Nach 69 Stunden hingegen (Abb. 13 B) ist dieser Defizit unter jenen getesteten Bedingungen 
wieder ausgeglichen, die alternative Stickstoffquellen zu Ectoin und 5-Hydroxyectoin 
enthielten. Der Wildtypstamm tritt früher in die stationäre Phase ein als die Δ(ntrXY)-Mutante. 
Somit hat die vorliegende chromosomale Deletion einen Einfluss auf die Wachstumsrate, 
jedoch nicht auf den finalen Wachstumsertrag. Liegen jedoch 5-Hydroxyectoin oder Ectoin 
als Substrate vor, ist auch der Wachstumsertrag deutlich eingeschränkt. Das Wachstum auf 
Ectoinen als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle ist vollständig inhibiert. Sind diese 
Aminosäurederivate nur als Stickstoffquelle vorgesehen, ist ein schwaches Wachstum zu 
verzeichnen. Dieses liegt jedoch auch nach 69 Stunden weit unter dem des Wildtyps. Das 
NtrXY-Zweikomponentensystem nimmt daher eine wichtige regulatorische Funktion 












 Wildtypstamm R. pomeroyi J470 (schwarze Balken) und die Δ(ntrXY)-Mutante (R. pomeroyi 
ASR9) (rote Balken) wurden in Basalmedium mit entweder 5-Hydroxyectoin oder Ectoin als 
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle oder mit Glucose als Kohlenstoffquelle und verschiedenen 
Stickstoffquellen kultiviert. Die optische Dichte der Kulturen wurde nach 21 Stunden und nach 69 
































4.4 Untersuchungen zur transkriptionellen Kontrolle des katabolen enuR-
uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons  
 
Aus den vorliegenden Wachstumsdaten des RifR R. pomeroyi J470 und seiner 
beschriebenen Derivate (Abb. 12), wird deutlich, dass drei unterschiedliche 
Transkriptionsregulatoren Einfluss auf die Expression des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-
asnC-ssd-atf -Operons oder Teile von diesem nehmen. Zwei dieser Regulatoren (EnuR und 
AsnC) werden im vorliegenden Operon selbst kodiert (Abb. 2). Das 
Zweikomponentensystem NtrXY hingegen ist an anderer Stelle im Genom zu finden. In 
Abbildung 10 konnte mittels Dot Blot-Analysen bereits gezeigt werden, dass die 
Transkription des enuR-Gens substratunabhängig erfolgt, die des uehA-Gens jedoch erst bei 
Anwesenheit von Ectoin oder 5-Hydroxyectoin im Medium aktiviert wird. Dies impliziert, dass 
die Transkription von enuR und uehA von unterschiedlichen Promotoren erfolgen muss. Um 
diese putativen Promotoren zu identifizieren, deren Stärke zu quantifizieren und die Einflüsse 
der zwei Regulatoren und des Zweikomponentensystems zu bestimmen, wurden 
Reportergenfusionen konstruiert und unter verschiedenen Bedingungen getestet.  
 
Als Reportergen wurde lacZ genutzt. Ein E. coli-Gen, welches für die β-Galaktosidase (LacZ) 
kodiert. Wird das Enzym im Wirtsorganismus exprimiert, ist es in der Lage, das synthetische 
Substrat o-Nitrophenyl-β-D-Galaktopyranosid (ONPG) zu hydrolysieren. In Folge dieser 
Reaktion entstehen Galaktose und o-Nitrophenol. Dabei handelt es sich um einen gelben 
Farbstoff dessen Absorption spektrophotometrisch bestimmt werden kann. Die Menge an 
o-Nitrophenol, die je Zeiteinheit gebildet wird, ist proportional zu der Konzentration von 
β-Galaktosidase in der Probe und erlaubt somit Rückschlüsse auf die Stärke des Promotors 
(273). Die entsprechenden putativen Promotorregionen wurden in den pBIO1878-Vektor (43) 
kloniert und die resultierenden Plasmide (Tab. 58) durch Konjugation in den RifR R. pomeroyi 
Wildtypstamm J470 oder eines seiner Derivate (Tab. 59) eingebracht. Es wurden 
verschiedene genetische Hintergründe untersucht, um deren Einfluss auf die 
Promotoraktivitäten zu analysieren. Das pBIO1878-Plasmid ohne Insertion wurde in den 
Experimenten mitgeführt und ebenfalls im LacZ-Assay eingesetzt. Es ergab sich in jedem 
Fall eine Basalaktivität von 1,5 ± 1 Miller Units (MU). 
 
4.4.1 enuR und uehA werden von verschiedenen Promotoren exprimiert 
Das enuR-Gen und das uehA-Gen werden trotz nachgewiesener Co-Transkription 
[persönliche Mitteilung N. Stöveken; in (15)] von unterschiedlichen Promotoren transkribiert 
(Abb. 11). Die Lage der putativen Promotoren sind in Abb. 14 graphisch dargestellt. Für 





pBAS21) erstellt. Eine weitere Fusion enthielt beide Promotoren und das vollständige enuR-
Gen (Plasmid pBAS20) (Abb. 14).  
 
 
Abbildung 14: Genetische Organisation der 5'-Region des katabolen Ectoin-Operons und die 
Ableitung der lacZ-Fusionen für die Reportergenanalysen 
Dargestellt ist die schematische Organisation der  5'-Region des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-
ssd-atf-Operons. Die zwei putativen Promotoren, die für die Reportergenanalyse genutzt wurden sind 
als gebogene Pfeile dargestellt. Die Abgrenzungen für die Reportgenfusionen sind mit gestrichelten 
Linien markiert. Die Bezeichnung des aus der Fusion resultierenden Plasmids ist angegeben. 
 
Die lacZ-Reportgenfusionsplasmide wurden in R. pomeroyi J470 konjugiert. Die erhaltenen 
Stämme wurden in Basalmedium mit entweder Glucose und NH4Cl oder Ectoin oder 
5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle kultiviert und bei OD578 = 1 ± 0,2 in der 
exponentiellen Phase geerntet. Diese Proben wurden im LacZ-Assay eingesetzt und die 
Promotoraktivitäten bestimmt. Im Wildtyp-Hintergrund zeigt die PenuR-lacZ-Fusion (auf 
Plasmid pBAS19) eine niedrige (23 ± 10 MU) konstitutive Expression der Gene ausgehend 
von dem Promotor vor enuR (Abb. 14; Tab. A1). Wie bereits in den Dot Blot-Analysen 
gezeigt werden konnte, erfolgt die Transkription von enuR substratunabhängig (Abb. 11). In 
Abwesenheit der Substrate Ectoin und 5-Hydroxyectoin zeigt der Promotor vor uehA 
(PuehA-lacZ auf pBAS21) ebenfalls nur eine Basalaktivität. Die Expression ausgehend von 
diesem Promotor steigt jedoch deutlich an, wenn die Substrate Ectoin (um den Faktor 27) 
oder 5-Hydroxyectoin (um den Faktor 56) im Medium vorhanden sind. Hierbei fällt auf, dass 
die Promotoraktivität bei einer Kultivierung der Zellen auf 5-Hydroxyectoin mit 1350 ± 23 MU 
mehr als doppelt so hoch ist, wie der Vergleichswert für ein Wachstum auf Ectoin 
(625 ± 5 MU) (Abb. 15; Tab. A1). Noch deutlicher erhöht, wird die Transkription unter 










dem Fusionsplasmid vorhanden sind (PenuR-enuR
+-PuehA-lacZ auf pBAS20). Die 
Promotoraktivität erhöht sich dabei um das 30-fache im Vergleich zu der Glucose-Kontrolle, 
wenn Ectoin als Substrat vorhanden ist. Die Anwesenheit von 5-Hydroxyectoin führt zu einer 
78-fach stärkeren Expression im Vergleich zur Glucose-Kontrolle. Wie bereits in den Dot 
Blot-Analysen (Abb. 11) gezeigt, erfolgt die Expression von uehA und vermutlich aller 
nachfolgenden Gene (uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf) von einem Promotor der 
entweder in der 5'-Region des enuR-Gens oder in der intergenen Region von enuR und 
uehA gelegen ist (Abb. 14). Dieser Promotor erfährt eine deutliche Substratinduktion, wenn 
Ectoin im Medium vorhanden ist und steigt in Anwesenheit von 5-Hydroxyectoin weiter an 
(Abb. 15; Tab. A1). Die volle Induktion wird jedoch erst erreicht, wenn ein sehr großer 
Bereich vor dem Startcodon des uehA-Gens (> 405 bp) vorhanden ist, da das 
Expressionssignal der PuehA-lacZ-Fusion deutlich unter dem der PenuR-enuR-PuehA-lacZ-Fusion 
liegt (Abb. 15; Tab. A1). 
 
 
Abbildung 15: Expressionsmuster der drei Reportergenfusionen in R. pomeroyi J470 
Gezeigt ist die Promotoraktivität der PenuR-lacZ-Fusion, der PuehA-lacZ-Fusion und der PenuR-enuR
+
-
PuehA-lacZ-Fusion in R. pomeroyi J470. Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium mit 
Glucose/NH4Cl (Schwarz), Ectoin (grün) oder 5-Hydroxyectoin (rot) bei 30°C kultiviert. Die Mittelwerte 
und Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen 
Parallelen berechnet. 
 
4.4.2 Die Abhängigkeit der Expression von PuehA von weiteren Faktoren 
In Abschnitt 4.1 wurde bereits gezeigt, dass 5-Hydroxyectoin und Ectoin von 
R. pomeroyi DSS-3 nicht als osmotische Schutzsubstanzen aufgenommen werden können. 
Ob der Ectoin-induzierbare Promotor vor uehA dennoch von einer erhöhten NaCl-





























getestet. Dazu wurde R. pomeroyi DSS-3 mit der PenuR-enuR
+-PuehA-lacZ-Fusion in 
Basalmedium mit den standartmäßig verwendeten Kohlenstoff- und Stickstoffquellen sowie 
0,5 M NaCl kultiviert. Die Proben wurden, wie zuvor beschrieben, geerntet und im LacZ-
Assay eingesetzt. 
 Wie zuvor für Abbildung 14 beschrieben, zeigt der uehA-Promotor keine Induktion in 
der Abwesenheit von Ectoinen. Die Expression steigt jedoch bei Zusatz von Ectoin 
(776 ± 75 MU) und 5-Hydroxyectoin (2391 ± 243 MU) stark an. Für keine der untersuchten 
Bedingungen ist ein signifikanter Unterschied in der Promotoraktivität zu verzeichnen, wenn 
das Medium zusätzlich 0,5 M NaCl enthält (Abb. 16; Tab. A1). Die Expression des uehA-
Promotors ist daher nicht Salz-abhängig.  
 
 
Abbildung 16: Der Einfluss von hohen Salinitäten auf PuehA in R. pomeroyi J470 
Gezeigt ist die Promotoraktivität der PenuR-enuR
+
-PuehA-lacZ-Fusion in R. pomeroyi J470 ohne 
(schwarz) und mit (grün) 0,5 M NaCl im Wachstumsmedium. Die entsprechenden Kulturen wurden in 
Basalmedium mit Glucose/NH4Cl, Ectoin oder 5-Hydroxyectoin bei 30°C kultiviert. Die Mittelwerte und 
Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen 
Parallelen berechnet. 
 
Um die Abhängigkeit der Transkription ausgehend von PuehA von der Anwesenheit des enuR-
uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons zu untersuchen, wurde die beschriebene 
lacZ-Fusion ebenfalls in R. pomeroyi ASR6 [Δ(enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-
atf::Gm)1] konjugiert und für ein LacZ-Assay verwendet. Wie in Abbildung 11 A dargestellt, 
zeigt die Δ(enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1-Mutante kein Wachstum 
























schwache Katabolitrepression des hier untersuchten Stoffwechselweges durch Glucose 
(Abb. A2) erlaubt, dass dennoch eine Durchführung von LacZ-Assays in dieser Mutante 
möglich ist. Dabei sinkt die Expression ausgehend von PuehA auf etwa 60%, wenn Ectoin und 
Glucose gleichzeitig im Medium vorliegt und auf etwa 75%, wenn 5-Hydroxyectoin 
gemeinsam mit Glucose im Medium vorhanden ist. Diese Beobachtung konnte zuvor auch 
für C. salexigens beschrieben werden (274). Für dieses und alle folgenden Experimente in 
denen Mutanten verwendet wurden, die kein Wachstum mehr auf Ectoin oder 
5-Hydroxyectoin zeigten, wurden die entsprechenden Bakterienkulturen in Basalmedium mit 
28 mM Glucose, 200 mM NH4Cl und 28 mM Ectoin oder 5-Hydroxyectoin kultiviert und das 
LacZ-Assay entsprechend dem beschriebenen Verfahren durchgeführt. 
 
In Abwesenheit des gesamten Operons sinkt die Expression ausgehend von dem Promotor 
vor uehA in allen getesteten Bedingungen auf ein Minimum von 25 ± 3 MU und entspricht 
damit der Induktion die auch während des Wachstums auf Glucose zu beobachten war. Die 
Induktion und mögliche Aktivierung der Expression des PuehA ist daher entweder von dem 




Abbildung 17: Expressionsmuster der PenuR-enuR
+
-PuehA-lacZ-Reportergenfusion in R. pomeroyi 
ASR6 [Δ(enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1] 
Gezeigt ist die Promotoraktivität der PenuR-enuR
+
-PuehA-lacZ-Fusion im R. pomeroyi J470 Wildtyp 
(schwarz) und R. pomeroyi ASR6 (grün). Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium mit 
Glucose/NH4Cl als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle bei 30°C kultiviert. Ectoin und 5-Hydroxyectoin 

























Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen 
Parallelen berechnet. 
4.4.3 EnuR wirkt als Repressor und Aktivator auf PuehA 
Da das gesamte Gencluster ausgehend von dem enuR-Promotor co-transkribiert wird, liegt 
die Vermutung nahe, dass EnuR eine besondere Rolle in der Regulation der Genexpression 
dieses Operons einnimmt. Andere bekannte MocR/GabR-Typ Regulatoren (126,228) sind 
sowohl als Aktivatoren als auch als Autorepressoren beschrieben (224,226,227). Um die 
Wirkung von EnuR auf die beiden beschriebenen Promotoren zu untersuchen, wurden die in 
Abb. 14 dargestellten lacZ-Fusionsplasmide in den Stamm ASR7 [Δ(enuR1-975::Gm)1] 
konjugiert und unter den oben beschriebenen Bedingungen in einem LacZ-Assay eingesetzt.  
 Wie auch im R. pomeroyi Wildtyp erfolgt die Expression des lacZ-Gens von der 
PenuR-lacZ-Fusion (auf pBAS19) konstitutiv und auf einem sehr niedrigen Level (Abb. 18 A). 
Das Expressionssignal liegt bei 31 ± 11 MU und hat daher keine signifikante Abweichung zur 
Expression des Promotors im Wildtyp-Hintergrund. EnuR beeinflusst die Expression des 
Promotors vor seinem eigenen Strukturgen nicht. Der Verlust des enuR-Gens resultiert 
jedoch in der konstitutiven Expression des uehA-Promotors, wie aus Abb. 18 B hervorgeht. 
Der Promotor ist im Δ(enuR1-975)-Hintergrund unabhängig von der Anwesenheit des 
Substrats aktiv. In diesem Zusammenhang muss angemerkt werden, dass die 
Expressionssignale nicht mehr die gleiche Intensität erreichen wie zuvor im Wildtyp-
Hintergrund. Wie sowohl aus Abbildung 17 C als auch der tabellarischen Auswertung der 
Messwerte in Tabelle A1 zu entnehmen ist, ist die Intensität der Signale um etwa die Hälfte 
reduziert. Wie bereits in Folge der Wachstumsexperimente vermutet wurde (Abb. 12 C), wirkt 
EnuR als Repressor auf die Transkription des enuR-uehABC-eutABCDE-asnC-ssd-atf-
Operons. Die Operatorsequenz liegt im Promotor, der entweder in der 5'-Region des enuR-
Gens oder in der intergenen Region von enuR und uehA liegen muss (Abb. 14). Die 
Konjugation der PenuR-enuR
+-PuehA-lacZ-Fusion (auf pBAS20) in den ASR7 Δ(enuR1-975)-
Hintergrund bewirkt, die Komplementation der chromosomalen Deletion des Regulatorgens. 
Unter induzierenden Bedingungen wird enuR vom Plasmid exprimiert. Es handelt sich somit 
wieder um einen enuR+-Stamm. Im LacZ-Assay ist daher ein Wildtyp-ähnliches 
Expressionsmuster zu beobachten (Abb. 18 C). Interessanterweise steigt die Expression bei 








Abbildung 18: Expressionsmuster verschiedener Reportergenfusionen in R. pomeroyi J470 
und R. pomeroyi ASR7 Δ(enuR1-975::Gm)1 
Gezeigt ist die Promotoraktivität (A) der PenuR-lacZ-Fusion, (B) der PuehA-lacZ-Fusion und (C) der  
PenuR-enuR
+
-PuehA-lacZ-Fusion in R. pomeroyi ASR7 Δ(enuR1-975::Gm)1 (grün) im Vergleich zum 
Wildtyp R. pomeroyi J470 (schwarz). Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium mit 
Glucose/NH4Cl, Ectoin oder 5-Hydroxyectoin bei 30°C kultiviert. Die Mittelwerte und 
Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen 
Parallelen berechnet. 
 
In allen folgenden Experimenten blieb das konstitutive niedrige Expressionsniveau des 
enuR-Promotors (auf Plasmid pBAS19) unverändert, daher wird auf dessen Darstellung und 
Erläuterung im Folgenden verzichtet. Die Messergebnisse der PuehA-lacZ-Fusion (pBAS21) 
glichen in ihrer Aussagefähigkeit stets denen der PenuR-enuR
+-PuehA-lacZ-Fusion (pBAS20). 
Sie waren jedoch in ihren absoluten Werten unter denen der langen Fusion auf pBAS20 
angesiedelt. Daher wird auch auf die Darstellung der Ergebnisse der PuehA-lacZ-Fusion-


































































4.5 Biochemische Charakterisierung des EnuR-Transkriptionsfaktors 
Das erste Gen des identifizierten Ectoin- und 5-Hydroxyectoin-Abbauclusters in 
R. pomeroyi DSS-3, kodiert für einen Transkriptionsregulator der GntR-Superfamilie. Dessen 
wichtige Rolle als Transkriptionsregulator in R. pomeroyi DSS-3 wurde im Rahmen dieser 
Arbeit bereits gezeigt (Abb. 18 B). Innerhalb der GntR-Superfamilie gehört EnuR zur 
Subfamilie der MocR/GabR-ähnlichen Proteine (126,228). Es handelt sich um chimäre 
Proteine, deren aminoterminaler (N-terminal) Bereich eine winged-helix-turn-helix Struktur 
ausbildet. Diese ist durch die MocR-Subfamilie hinweg in ihrer Struktur, nicht aber ihrer 
Sequenz (126) (Abb. A9), hochkonserviert und dient der DNA-Bindung. Gefolgt wird diese 
von einem langen Linker und einer carboxyterminalen (C-terminal) Domäne, welche sich 
besonders durch seine Größe (etwa 350 Aminosäuren) und seine Homologie zu 
Aminotransferasen des Typ I auszeichnet (126,219,222) (Abb. A9).  
 
4.5.1 In silico Analyse der tertiären Struktur von EnuR   
Das EnuR-Protein aus R. pomeroyi DSS-3 besteht aus 464 Aminosäuren. 
Homologiemodelstudien mit Hilfe des Swiss-Model Servers (275–277) errechneten die 
Kristallstruktur von GabR (PDB accession code 4N0B) aus Bacillus subtilis (229) als 
strukturell am ehesten verwandt und ermöglichten die Erstellung eines in silico Models des 
regulatorischen Proteins (Abb. 19 A). Diesem Model ist zu entnehmen, dass EnuR aus 
einem N-terminalen helix-turn-helix Motiv (Aminosäuren 1-75), gefolgt von einem 25 
Aminosäure-langem Linker und einer C-terminalen Domäne (Aminosäuren 100-464) besteht. 
Der C-terminale Bereich weist in seiner tertiären Struktur Homologien zu den 
Aminotransferasen des Typ I auf (Abb. 19 A und A9). EnuR gehört daher ebenfalls zur 









Abbildung 19: in silico Model von EnuR 
Die Kristallstruktur des Bacillus subtilis GabR-Proteins in Komplex mit seinem Cofaktor PLP (protein 
database accession code 4N0B) (229) wurde als Grundlage für das in silico Model des 
Transkriptionsregulators EnuR ausgewählt. Für die bildliche Bearbeitung der auf dem Swiss Model 
berechneten Modelle wurde PyMol suit (https://www.pymol.org/) genutzt. (A) Das helix-turn-helix DNA-
Bindemotiv des EnuR-Models ist in gold dargestellt. Die C-terminale Typ I Aminotransferase-Domäne 
wird in grau gezeigt. (B) Der PLP-Cofaktor ist kovalent an Lysin-302 des EnuR aus R. pomeroyi DSS-
3 gebunden und wurde mit Hilfe einer Überlagerung des Models und der GabR-Kristallstruktur in die 
Cofaktor-Bindetasche modelliert. 
 
4.5.2 EnuR bindet Pyridoxal-5'-Phosphat  
Das charakteristischste Merkmal der Aminotransferasen des Typ I ist ihr Cofaktor, welcher 
als Pyridoxal-5'-Phosphat (PLP), ein Vitamin B6-Derivat, bezeichnet wird (278,279). Für die 
Koordination von PLP im aktiven Zentrum des Enzyms ist unter anderem ein konservierter 
Lysin-Rest von Bedeutung, der über die primären ε-Aminogruppe die kovalente Bindung des 
Cofaktors über eine Schiff'sche Base ermöglicht (221,280). Durch den Homologievergleich 
mit GabR (227) ist zu erwarten, dass es sich bei diesem Lysin in EnuR um Lysin-302 handelt 
(Abb. 19 B). 
  Um dies zu untersuchen wurde das enuR-Gen für E. coli codonoptimiert (Life 
Technologies, Darmstadt, Germany) und das EnuR-Protein C-terminalen mit einem Strep-
Tag II fusioniert. Dieses Fusionspeptid wurde heterolog in E. coli BL21 überproduziert und 
anschließend mittels Strep-Tag II-Affinitätschromatografie aus dem Zelllysat aufgereinigt 
(Abb. 20 A). Die reine Proteinlösung wies eine gelbe Farbe auf (Abb. 20 B), die auf die 
Anwesenheit des Chromophors PLP hinweist (281). Um dies zu bestätigen, wurde eine 
EnuR-Mutante (EnuR*) konstruiert, in der Lysin-302 mittels gerichteter Mutagenese gegen 
einen Histidin ausgetauscht wurde. EnuR* sollte nicht mehr in der Lage sein, PLP kovalent 





einer Schiff'schen Base führen könnte. Die Überproduktion und Reinigung von EnuR* über 
Strep-Tag II-Affinitätschromatografie führte zu einer klaren Proteinlösung (Abb. 20 A und B). 
Die Bindung des im Wildtypprotein gebundenen Chromophors ist daher durch die gezielte 
Mutation des Lysin-302 nicht mehr möglich.  
 
 
Abbildung 20: Rekombinante Überproduktion von EnuR und der Lys-302/His-Mutante (EnuR*) 
 (A) EnuR und EnuR* wurden in E. coli überproduziert und mittels Strep-Tag II-Affinitätschromatografie 
aufgereinigt. 10 μg jedes Proteins wurden auf ein 12 % SDS-PAGE aufgetragen und elektrophoretisch 
getrennt. Der PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, Schwerte, Germany) wurde als 
Marker verwendet. (B) Lösungen (3 mg * ml
-1
) des aufgereinigten EnuR-Proteins (gelb) und EnuR* 
(farblos).  
 
4.5.3 Identifizierung des PLP-Cofaktors 
Für den Nachweis, dass es sich bei dem mit EnuR assoziierten Chromophor tatsächlich um 
PLP handelt, wurden zwei verschiedene Ansätze verfolgt. 
 
4.5.3.1 Identifizierung des Cofaktors mittels UV/Vis-Spektroskopie 
 Mit Hilfe der UV/Vis-Spektroskopie kann die Schiff'sche Base (internes Aldimin), die sich 
zwischen der primären Aminogruppe des Lysins-302 und der Aldehydgruppe des PLP 
ausbildet, indirekt visualisiert werden. Proteine, die ein kovalent gebundenes PLP enthalten, 
weisen charakteristische Absorptionsbanden bei 330 nm und 420 nm auf (282). In einem 
UV/Vis-Scan von 20 μM EnuR, in einem Wellenlängenbereich zwischen 250 und 500 nm, 
sind drei eindeutige Absorptionsbanden zu erkennen. Die erste Bande bei 280 nm entspricht 
dem Absorptionsmaximum des Proteins selbst. Bei 330 nm und 420 nm sind die 
charakteristischen Absorptionsbanden des kovalent gebundenen PLP zu erkennen 
(Abb. 21). Die Aufnahme des Spektrums von EnuR* im gleichen Spektralbereich zeigt 
ebenfalls eine Absorptionsbande bei 280 nm mit der gleichen Absorptionsintensität, wie sie 
zuvor für EnuR aufgenommen wurde. Da für die Messungen gleiche Proteinmengen 





im Assay zurückgeführt werden. Die Absorptionsmaxima bei 330 nm und 420 nm sind nicht 
mehr vorhanden (Abb. 21). EnuR* hat die Fähigkeit verloren, das zuvor identifizierte PLP in 
seiner Ligandenbindetasche zu koordinieren. 
 
 
Abbildung 21: UV/Vis-Spektren von EnuR und der Lys-302/His Mutante (EnuR*) 
Das rekombinante EnuR-Strep-tag II (rot) und EnuR*-Strep-tag II (blau) wurden mittels 
Affinitätschromatographie gereinigt und von einer 20 μM Lösung bei 21°C im Reinigungspuffer (10 
mM Tris-HCl pH 7,5; 150 mM NaCl) ein Absorptionsspektrum zwischen 250 und 500 nm 
aufgenommen. Die charakteristischen Absorptionsmaxima eines kovalent-gebundenen PLP-Cofaktors 
liegen bei 330 und 420 nm und treten im Spektrum von EnuR* nicht auf. EnuR* kann kein PLP binden. 
 
4.5.3.2 Identifizierung des Cofaktors mittels Massenspektrometrie 
Der direkte Nachweis der kovalente Bindung des PLPs an das Wildtyp-EnuR wurde mit Hilfe 
der Massenspektrometrie erbracht. Dazu wurde die Masse beider Proteine unter 
denaturierenden Bedingungen, mit und ohne Zusatz von Natriumborhydrid bestimmt. Unter 
nicht-reduzierenden Bedingungen, das heißt ohne Zusatz von Borhydrid, lassen sich sowohl 
für EnuR als auch für EnuR* die Masse des gesamten Peptids (51.978 Da für EnuR und 
51.985 Da für EnuR*) bestimmen (Abb. A3 A und B). Diese Massen liegen in sehr guter 
Näherung zu den errechneten Peptidmassen von EnuR-Strep (51.977 Da) und EnuR*-Strep 
(51.986 Da). Das verwendete Massenspektrometer hat im Allgemeinen eine 
Massengenauigkeit von +/- 1 Da. Zusätzlich sind eindeutige Peaks der Peptidmassen nach 
Abspaltung des Startmethionins erkennbar (51.846 Da für EnuR und 51.855 Da für EnuR*). 
Dies ist häufig der Fall für Proteine, die heterolog in E. coli überproduziert wurden und macht 
eine Massendifferenz von 131 Da zum vollständigen Peptid aus (Abb. A3 A und B). Das PLP 
unter nicht-denaturierenden Bedingungen im Wildtyp-EnuR nicht nachgewiesen werden 
kann, liegt an der Labilität der Aldiminbindung gegenüber den sauren Bedingungen der 





verwendete Messmethode zugänglich zu machen, muss die labile Doppelbindung des Imins 
zwischen PLP und Lysin-302 stabilisiert werden. Dies geschieht durch Zugabe von 1 mg*ml-1 
Natriumborhydrid zu der Proteinlösung. Aus der labilen Aldiminbindung wird durch die 
Anlagerung zweier Protonen eine stabilere monovalente Aminbindung. PLP hat eine 
molekulare Masse von 247 Da. Durch die Bildung der Schiff'schen Base zwischen Lysin-302 
und der Aldehydgruppe des PLP wird ein Wassermolekül abgespalten (- 18 Da) und durch 
die Reduktion der Imin-Bindung mit Borhydrid werden zwei Wasserstoffionen inkorporiert 
(+ 2 Da). Daher ergibt sich für den reduzierten EnuR-PLP-Komplex eine Massendifferenz 
von 231 Da gegenüber dem EnuR-Peptid ohne PLP. Die massenspektrometrische 
Vermessung der reduzierten Probe resultierte in dem in Abb. 22 A gezeigten 
Massenspektrum. Zusätzlich zu dem PLP-freien EnuR-Peak (roter Stern) und dem 
Massenpeak für EnuR ohne Startmethionin (grüner Stern) sind hier, im Vergleich zu dem 
Spektrum der nicht-reduzierten Proben (Abb. A3 A), weitere Peaks erkennbar. Der lila 
markierte Massenpeak (52.208 Da) (Abb. 22 A) entspricht EnuR mit gebundenem PLP. Der 
blau markierte Massenpeak (52.076 Da) entspricht der Masse des EnuR-Peptids mit PLP 
aber ohne dem Startmethionin. Die geringe Ausprägung der Peaks liegt wahrscheinlich an 
der Instabilität von EnuR bei Raumtemperatur und der unvollständigen Reduktion des PLP 
unter den gegebenen Reduktionsbedingungen (2 h bei Raumtemperatur), so dass ein großer 
Teil des PLP während der Messung in der LCMS verloren ging. Die hohe Massengenauigkeit 
dieses spektrometrischen Verfahrens lässt dennoch eine eindeutige Interpretation der 
vorliegenden Daten zu. 
Das gleiche Verfahren wurde auf die Lys-302/His-Mutante des EnuR angewandt. In der 
Analyse des EnuR* nach Behandlung mit Borhydrid entstehen im Massenspektrum (Abb. 22 
B) keine zusätzlichen Peaks im Vergleich zur unbehandelten Probe (Abb. A3 B). Die Lys-







Abbildung 22: MS-Spektren von EnuR und EnuR* 
Die rekombinanten EnuR-Strep-tag II (A) und EnuR*-Strep-tag II (B) wurden mittels 
Affinitätschromatographie gereinigt und mit 1 mg*ml
-1
 Borhydrid behandelt. Die Proben wurden mittels 
HPLC entsalzt und über ein Synapt G2Si mass spectrometer analysiert. Detektiert wurden positive 
Ionen innerhalb eines Massenbereichs von 500-5000 m/z. (A) Der PLP-freien EnuR-Peak ist mit 
einem roten Stern gekennzeichnet, der Massenpeak für EnuR ohne Startmethionin mit einem grünen 
Stern. Ein blauer Stern markiert den Massenpeak von des EnuR mit gebundenem Cofaktor und ein 
grüner Stern den selbigen, aber ohne Startmethionin. (B) Der PLP-freien EnuR-Peak ist mit einem hell 










Zusammenfassend wird deutlich, dass sowohl im UV/Vis-Spektrum, als auch durch 
massenspektrometrische Analysen nachgewiesen werden konnte, dass der Cofaktor PLP in 
der Effektorbindedomäne des Transkriptionsfaktors EnuR koordiniert wird und das dieser 
kovalent an Lysin-302 gebunden ist. Der Austausch von Lysin-302 gegen Histidin in der 
Mutante EnuR* verhindert die Cofaktorbindung. 
 
4.5.4 Die sekundär Struktur von EnuR und EnuR* 
Der Gehalt an Sekundärstruktur-Elementen eines Proteins lässt sich über die 
Circulardichroismus-Spektropolarimetrie bestimmen. Die optische Aktivität von Proteinen 
beruht auf der Absorption von polarem Licht am L-konfigurierten α-C-Atom. Dieser Effekt 
entfällt für Glycin, da dieses kein chirales Zentrum aufweist. Threonin und Isoleucin haben 
dagegen noch ein zweites asymmetrisches Zentrum. Auch die nicht-kovalenten 
Wechselwirkungen zwischen den Aminosäureseitenketten eines Proteins tragen zur 
optischen Aktivität bei. CD-Spektren im fernen UV-Bereich (170 - 250 nm) werden 
verwendet, um den Anteil der unterschiedlichen Sekundärstrukturelemente im Protein zu 
bestimmen. α-Helices zeigen ausgeprägt Minima bei 208 und 222 nm und ein Maximum bei 
190 nm. β-Faltblätter dagegen sind durch eine negative Bande bei 215 nm und einer 
positiven Bande bei 198 nm gekennzeichnet. Das Absorptionsspektrum unstrukturierter 
Peptide zeigen ein schwaches Absorptionsminimum bei 195 nm und verläuft ansonsten 
gegen null (283). Um sicherstellen zu können, dass die Einführung der Lysin-302/Histidin-
Mutation in EnuR und dem damit verbundene Verlust der Gelbfärbung der Proteinlösung 
nicht auf einem generell negativen Effekt auf die Proteinfaltung beruht, wurden sowohl die 
Proteinlösung des Wildtyp EnuRs als auch die seiner Mutante EnuR* mittels 
Circulardichroismus-Spektropolarimetrie analysiert. Für die Messung der Ausprägung der 
Sekundärstrukturelemente wurden die Absorptionsspektra von jeweils 3,5 μM EnuR und 
EnuR* im fernen UV-Bereich zwischen 195 und 250 nm aufgenommen. Beide Proteine 
zeigen einen stark ausgeprägten negativen Doppelpeak bei 208 und 222 nm, wobei die 
Bande bei 208 nm weniger negativ ist als die Bande bei 222 nm (Abb. 23). Dies ist der Fall, 
da die sekundäre Struktur von EnuR und seinem Derivat hauptsächlich aus α-Helices 
ausgebildet wird, aber einen Anteil β-Faltblätter enthält. Der stark negative Wert der 
Eliptizität im Falle der α-Helices wird also durch den weniger negativen Wert der β-Faltblätter 
an dieser Stelle ausgeglichen und verschiebt diesen Abschnitt der Kurve daher weiter gegen 
null. Diese Beobachtung befindet sich im Einklang mit dem errechneten Model aus 
Abbildung 18, welches ebenfalls hauptsächlich aus α-helicalen Strukturen besteht und nur 
wenige β-Faltblätter ausweist. Beide Proteine zeigen den gleichen Verlauf des CD-
Spektrums. Die eingeführte Mutation führte zwar zum Verlust des PLP-Cofaktors, hatte 






Abbildung 23: Die sekundäre Struktur von EnuR und der Lys-302/His Mutante (EnuR*) 
Das rekombinant EnuR-Strep-tag II (rot) and EnuR*-Strep-tag II (blau) wurden mittels 
Affinitätschromatographie gereinigt und von einer 3,5 μM Lösung im Thermophoresepuffer (10 mM 
Tris-HCl pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,2 % Tween) ein CD-Spektrum zwischen 195 und 255 nm 
aufgenommen.  
 
4.5.5 Die quarternäre Struktur von EnuR und EnuR* 
Um die quaternäre Struktur des EnuR-Regulators in Lösung zu bestimmen, wurde das 
gereinigte Protein (Abb. 20 A) der Größenausschlusschromatografie unterzogen. Mit Hilfe 
des ProtParam Werkzeugs des Expasy-Servers (284) konnte für ein EnuR-Strep-tag II- 
Monomer eine Masse von 51,977 kDa bestimmt werden. Entsprechend der 
Größenstandards errechnete sich nach dem Lauf der Gelfiltrationssäule eine Masse von 
102,73 kDa für das Fusionsprotein (Abb. 24 A). EnuR-Strep bildet daher ein Homodimer in 
Lösung. Des Weiteren zeigte sich in dem Chromatogram, dass die untersuchte 
Proteinlösung größten Teils frei von Proteinaggregaten ist (Abb. 24 A). 
 Um den Einfluss des PLP-Cofaktors auf die Oligomerisierung des Proteins zu 
untersuchen, wurde das EnuR*-Strep-Fusionsprotein ebenfalls mittels Größenausschluß-
chromatografie analysiert. Für EnuR*-Strep wurde eine monomere Masse von 51,985 kDa 
berechnet. Aus dem Lauf über die Gelfiltrationssäule errechnete sich eine Masse von 




























Abbildung 24: Die quaternäre Struktur des EnuR-Strep-tag II-Proteins und der Lys302/His 
Mutante (EnuR*-Strep-tag II) 
Die rekombinanten Proteine EnuR-Strep-tag II (A) and EnuR*-Strep-tag II (B) wurden mittels 
Affinitätschromatographie gereinigt und durch Größenausschlusschromatografie analysiert. Im 
eingebetteten Diagramm wird das chromatographische Verhalten des EnuR-Strep-tag II- and EnuR*-
Strep-tag II-Proteins (etwa 103 kDa) (rote Punkte) relativ zu dem der Markerproteine, Carboanhydrase 
aus Rindererythrocyten (29 kDa), Albumin aus Rinderserum (66 kDa) und Alkoholdehydrogenase aus 
Hefe (150 kDa) dargestellt (schwarze Punkte). 
 
4.5.6 Analysen zur Ligandenbindung durch EnuR 
Die Regulation kataboler Stoffwechselwege hängt oftmals von der Anwesenheit des 
Substrats im Medium und allosterischen Effekten ab (285). Dass die Transkription des enuR-
uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons an die Anwesenheit von 5-Hydroxyectoin 
oder Ectoin im Wachstumsmedium gekoppelt ist, konnte im Rahmen dieser Arbeit bereits 
gezeigt werden (Abb. 15). Auch die kovalente Bindung des Cofaktors PLP in der 























































































und Abb. 22). Der gleiche Cofaktor liegt in dem homologen Protein GabR aus B. subtilis 
(228) vor, welches den Katabolismus von γ-Aminobytyrat (GABA) reguliert. Für diesen 
Transkriptionsaktivator wurde bereits gezeigt, dass bei Anwesenheit des Induktors 
γ-Aminobytyrat (GABA) die Schiff'sche Base (internes Aldimin) zwischen GabR und PLP 
gelöst und stattdessen eine Schiff'sche Base (externes Aldimin) zwischen PLP und GABA 
gebildet wird (229,230). Wie in allen PLP-abhängigen Reaktionen ist die Voraussetzung für 
diese Reaktion die Anwesenheit einer primären Aminogruppe im Ligandenmolekül (286,287). 
 
Für die Bestimmung des Induktors von EnuR wurde sich der 'microscale thermophoresis' 
(MST) (NanoTemper Technologies GmbH, Germany) bedient. Hierbei handelt es sich um 
eine neue Methode zur Analyse von Biomolekülen. MST ist als die gerichtete Bewegung von 
Molekülen in einem mikroskopisch kleinen Temperaturgradienten definiert. Dies erlaubt eine 
sensitive Detektion von Interaktionen zwischen Biomolekülen (288,289). Jede Veränderung 
in Größe, Konformation, Ladung oder in der Hydrathülle resultieren in einer veränderten 
Bewegung von Molekülen entlang des Temperaturgradienten und kann daher genutzt 
werden, um zum Beispiel Bindungsaffinitäten zu bestimmen (290) 
 
Die beschriebenen in vitro  Affinitätsstudien wurden für Ectoin, 5-Hydroxyectoin, sowie den 
putativen Produkten der EutD-Enzymreaktion Nα-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat und Nγ-Acetyl-
L-2,4-Diaminobutyrat (Abb. 3) vorgenommen. Für dieses Experiment wurden 200 nM des 
Fluoreszenz-markierten EnuR-Strep-Fusionsproteins mit Ligandenkonzentrationen zwischen 
200 μM und 3,6 nM versetzt und mittels MST vermessen. Das markierte Protein wird durch 
den nicht-markierten Liganden titriert. Mit Hilfe von polarisiertem Licht wird der 
Fluoreszenzfarbstoff angeregt. Das ligandenfreie Protein diffundiert im 
Temperaturgradienten schneller, wodurch weniger emittierte Fluoreszenz gemessen wird. 
Der Komplex aus Ligand und Protein diffundiert langsamer entlang des 
Temperaturgradienten, wodurch mehr der emittierten Fluoreszenz detektiert werden kann. 
Mittels des Massenwirkungsgesetzes wird die Kd der Ligandenbindung aus den 
Unterschieden in emittierter Fluoreszenz bestimmt (288,289). 
 
Das thermophoretische Verhalten von EnuR wurde mit steigender Konzentration von Nα-
Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat zunehmend verändert, was auf eine binäre Wechselwirkung 
schließen lässt. Es konnte eine sigmoide Bindungskurve aufgenommen und eine 
Bindungskonstante von 1,73 (+/- 0,73) μM berechnet werden (Abb. 25 A). Diese Interaktion 
ist spezifisch, da unter gleichen experimentellen Bedingungen keine Bindung zwischen EnuR 
und Nγ-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat, Ectoin oder 5-Hydroxyectoin ermittelt werden konnte 





Unter gleichen experimentellen Bedingungen wurde ebenfalls die Bindungsaffinität von Nα-
Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat zu EnuR* gemessen. Das EnuR-Derivat kann den Cofaktor PLP 
nicht mehr in seiner Ligandenbindetasche koordinieren. In diesem Fall konnte keine Bindung 
zwischen dem markierten Protein und dem Liganden festgestellt werden (Abb. 25 B). Wie 
zuvor für GabR aus B. subtilis beschrieben (229,230), ist die Bindung des Liganden in der 
C-terminalen Domäne des Transkriptionsfaktors PLP abhängig. 
 
  
Abbildung 25: EnuR bindet Nα-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat in vitro  
(A) Fluoreszenz-markiertes EnuR (200 nM) wurde mit einer seriellen Verdünnung (1:2) von Nα-Acetyl-
L-2,4-Diaminobutyrat (Konzentrationen zwischen 200 μM und 3,6 nM) im Thermophoresepuffer 
(10 mM Tris-HCl pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,2 % Tween) titriert. (B) Fluoreszenz-markiertes EnuR* 
(200 nM) wurde mit einer seriellen Verdünnung (1:2) von Nα-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat 
(Konzentrationen zwischen 3,6 nM und 200 μM) titriert. Die MST Bindereaktionen wurden mit dem 
Monolith NT.015 bei 21°C gemessen und die Bindekonstante (KD) aus einer Ausgleichsrechnung der 
erhaltenen Daten berechnet. Die Fehlerbalken markieren die Standartabweichung.  
 
4.5.7 Protein-DNA-Interaktionsstudien  
EnuR ist ein Transkriptionsregulator mit einem putativen N-terminalen helix-turn-helix 
Bindemotiv. Es konnte im Rahmen dieser Arbeit bereits gezeigt werden, dass das Protein in 
Lösung in einer korrekt gefalteten, dimeren Konformation vorliegt. Um die mögliche Bindung 
von EnuR und seinem Lys-302/His-Derivat an die Promotorregion vor uehA nachzuweisen, 
wurden Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) durchgeführt. Zu diesem Zweck 
wurden zwei DNA-Fragmente stromaufwärts von uehA amplifiziert (Abb. 26). Das längere 
der beiden Fragmente umfasst 308 bp des 5 '-Endes des enuR-Gens, die 97 bp enuR-uehA 
intergenen Region und 28 bp des uehA Gens. Das verkürzte Fragment umfasst 
ausschließlich 200 bp im enuR-Gen (Abb. 26). Es wurden 10 nM*l-1 jedes DNA-Fragments 
mit ansteigender Konzentration von EnuR (0 nM*l-1 bis 400 nM*l-1) inkubiert und 
























































gleichgroßes Fragment aus dem eutD-Gen amplifiziert und mit der höchsten 
Proteinkonzentration inkubiert.  
 
 
Abbildung 26: Die DNA-Fragmente für das EMSA 
Dargestellt ist die Nukleotidsequenz des 433 bp langen DNA-Fragments die den 5'-Bereich des enuR-
Gens, die intergene Region zwischen enuR und uehA und einen Teil des 3'-Bereiches von uehA 
umfasst (in schwarzen Klammern). Die Lage der Verkürzung ist durch eine rote Klammer markiert. Der 
Translationsstart von uehA und der Translationsstop von enuR sind gekennzeichnet. 
 
Wie in Abbildung 27 B erkennbar, bindet das Wildtyp-EnuR ab einem DNA-Protein-
Verhältnis von 1:20, das entspricht einer Proteinkonzentration von 200 nM*l-1 an das 433 bp 
lange DNA-Fragment. Es zeigt jedoch keine Bindeaffinität zu dem Kontrollfragment. Auf dem 
Gel wird nur eine Verschiebung zwischen ungebundener DNA und DNA-Protein-Komplex 
deutlich. Es kann geschlussfolgert werden, dass das EnuR-Dimer auf der untersuchten DNA-
Sequenz nur eine Bindestelle hat und spezifisch an diese bindet. Zu dem untersuchten 
200 bp Fragment weist EnuR keine Bindeaffinität auf (Abb. 27 A). Die Bindestelle des EnuR-
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Die Lys-302/His-Mutante EnuR* bindet im Gegensatz zum Wildtyp-EnuR bereits ab einem 
DNA:Protein-Verhältnis von 1:10 (Proteinkonzentration von 100 mM*l-1) (Abb. 27 C). EnuR* 
bindet daher mit einer höheren Affinität an das 433 bp-Fragment als das Wildtyp-Protein. Im 
Einklang mit EnuR hat EnuR* nur eine Bindestelle auf dem untersuchte DNA-Fragment, 
bindet aber nicht an das Kontrollfragment aus eutD. Die Bindung von EnuR* an das 433 bp 
Fragment ist daher spezifisch. 
  
4.6 Untersuchungen zur transkriptionellen Kontrolle des uehA-Promotors  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass nur der vor uehA gelegene Promotor 
(Abb. 16) substratinduzierbar ist. Diese Subtratinduktion ist unter anderem der Repression 
des Promotors in 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abwesenheit durch den MocR/GabR-Typ 
Transkriptionsregulator (126,228) EnuR geschuldet. Die vorliegenden in vitro Daten belegen, 
dass EnuR das Pyridoxyl-5'-Phosphat als prosthetische Gruppe enthält und dessen 
Ligandenbindung von diesem Cofaktor abhängt. Die systematische Deletion verschiedener 
Gene des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons in R. pomeroyi DSS-3 und 
die daran anknüpfenden Wachstumsversuche deuten auf Einflüsse weiterer 
Transkriptionsfaktoren hin. Im Folgenden sollen die Regulatoren und deren Mechanismen 
näher charakterisiert werden. 
 
4.6.1 Charakterisierung der Funktion von EnuR  
4.6.1.1 Die PLP-Abhängigkeit von EnuR in vivo   
Im Rahmen dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass die PLP-Bindung durch EnuR in vitro  
verhindert werden kann, wenn Lys-302 durch Histidin ersetzt wird. Auf die Ausbildung der 
quaternären Struktur des Proteins hatte diese Mutation keinen Einfluss, sie führte jedoch zu 
einer erhöhten Affinität zu der DNA stromaufwärts von uehA (Abb. 24 und 27). Bereits in 
früheren Studien von MocR/GabR-Typ Regulatoren (126,228) konnte gezeigt werden, dass 
deren regulatorische Funktionen von ihrem PLP-Cofaktor abhängig sind (226,227). Im 
Folgenden wurde daher untersucht, ob dies auch für EnuR der Fall ist und die Verhinderung 
der PLP-Koordination in EnuR einen Einfluss auf die Transkription des PuehA hat. Dazu wurde 
mittels gerichteter Mutagenese das PLP-bindende Lysin-302 in der PenuR-enuR
+-PuehA-lacZ-
Fusion (auf Plasmid pBAS20) gegen ein Histidin ausgetauscht. Das erstellte Plasmid (PenuR-
enuR*-PuehA-lacZ auf pBAS23; Abb. 14) wurde in R. pomeroyi ASR7 [Δ(enuR1-975::Gm)1] 
konjugiert, um einen Einfluss des chromosomalen enuR zu verhindern. Die LacZ-Aktivität 








Abbildung 28: Genetische Organisation der 5'-Region des katabolen Ectoin-Operons und die 
Ableitung der lacZ-Fusionen für die Reportergenanalysen 
Dargestellt ist die schematische Organisation der  5'-Region des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-
ssd-atf-Operons. Die zwei putativen Promotoren sind als gebogene Pfeile dargestellt. Die 
Abgrenzungen für die Reportgenfusionen sind mit gestrichelten Linien markiert. Der durch gerichtete 
Mutagenese eingeführte Codonaustausch in enuR ist als roter Balken dargestellt. Die Bezeichnung 
des aus der Fusion resultierenden Plasmids ist angegeben. 
 
Aus Abbildung 29 geht hervor, dass, wie bereits für Abbildung 17 beschrieben, eine 
Einführung der PenuR-enuR
+-PuehA-lacZ-Fusion in den Δ(enuR1-975)-Hintergrund zu einem 
enuR+-Stamm führt. Im LacZ-Assay ist daher ein wildtypähnliches Expressionsmuster zu 
beobachten (Abb. 18 und 29). Interessanterweise steigt die Expression bei Anwesenheit von 
5-Hydroxyectoin auf etwa das Doppelte im Vergleich zum Wildtyp. Durch die Mutation des 
Lysin-302 und dem damit verbundenen Verlust des PLP wird die Expression ausgehend von 
PuehA unter allen getesteten Bedingungen auf ein Basalniveau reduziert (31 ± 7 MU) 
(Abb. 18). Dies entspricht quantitativ dem Expressionsniveau der Glucosekontrolle für PuehA 
oder auch der Intensität der PenuR-Expression (Vergleiche auch Tabelle A1). Ein Verlust von 
EnuR führt also zu einem konstitutiv aktiven Promotor vor uehA, der Verlust der 
prosthetischen Gruppe PLP dagegen führt zu einer konstitutiven Repression der 
Transkription von dem selbigen. EnuR* kann auch in Anwesenheit von Ectoinen, nicht mehr 













Abbildung 29: Expressionsmuster der PenuR-enuR*-PuehA-lacZ-Reportergenfusion in R. pomeroyi 
ASR7 Δ(enuR1-975::Gm)1 
Gezeigt ist die Promotoraktivität der PenuR-enuR-PuehA-lacZ-Fusion im R. pomeroyi J470 Wildtyp 
(schwarz) und in R. pomeroyi ASR7 Δ(enuR1-975::Gm)1 (grün) und der PenuR-enuR*-PuehA-lacZ-Fusion 
in R. pomeroyi ASR7 Δ(enuR1-975::Gm)1 (rot). Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium 
mit Glucose/NH4Cl, Ectoin oder 5-Hydroxyectoin bei 30°C kultiviert. Die Mittelwerte und 
Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen 
Parallelen berechnet. 
 
4.6.1.2 EnuR-Induktor-Interaktionen in vivo  
4.6.1.2.1 Die Induktion der Transkription ausgehend von PuehA ist EutD-abhängig 
In den in vitro  Bindestudien in Abschnitt 24 wurde bereits gezeigt, dass das gebildete 
Intermediat aus der Ectoinhydrolyse durch EutD (Abb. 3), Nα-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat, 
an EnuR bindet und diese Bindung PLP-abhängig ist. Ob dieses Intermediat des 
5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus auch in vivo  mit EnuR interagiert, wurde getestet, 
indem die PenuR-enuR
+-PuehA-lacZ-Fusion auf Plasmid pBAS20 in die Δ(eutD::Gm)1-Mutante 
(Stamm ASR8) konjugiert wurde. 
 Eine Deletion des eutD-Gens aus dem katabolen enuR-uehABC-usp-eutABCDE-
asnC-ssd-atf-Operon führt zu einem starken Verlust der Genexpression ausgehend von 
PuehA, wenn Ectoin als Substrat vorliegt (Abb. 30). Die Promotoraktivität wird um das 2,5-
fache im Vergleich zur Wildtypkontrolle gesenkt und hat einen absoluten Wert von 
172 ± 79 MU (Tab A1). PuehA ist jedoch weiterhin voll induziert, wenn der entsprechende R. 
pomeroyi ASR8-Stamm auf 5-Hydroxyectoin kultiviert wird (1732 ± 142 MU). Wie bereits aus 
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enzymatischen Reaktion von EutD für die Induktion der Transkription von PuehA notwendig. 
Nα-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat ist auch in vivo ein Ligand des Regulators EnuR und damit 
der interne Induktor für die Aufhebung der Repression von PuehA, wenn Ectoin als Substrat im 
Medium vorliegt. Dies ist nicht der Fall für die Induktion der Transkription wenn 
5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle im Medium vorhanden ist (Abb. 30). Es 
muss angemerkt werden, dass das Expressionsniveau im Vergleich zum Wildtyp zwar 
niedriger liegt, jedoch immer noch um einen Faktor 6 erhöht ist, im Vergleich zu dem 
Expressionsniveau unter vollständig reprimierten Bedingungen durch EnuR* und im 
Vergleich zu der Glucosekontrolle (Abb. 29 und 30).  
 
 
Abbildung 30: Expressionsmuster der PenuR-enuR
+
-PuehA-lacZ-Reportergenfusion in R. pomeroyi 
ASR8 [Δ(eutD::Gm)1] 
Gezeigt ist die Promotoraktivität der PenuR-enuR
+
-PuehA-lacZ-Fusion im R. pomeroyi J470 Wildtyp 
(schwarz) und in R. pomeroyi ASR8 (grün). Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium mit 
Glucose/NH4Cl als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle bei 30°C kultiviert. Ectoin und 5-Hydroxyectoin 
wurden in einer Konzentration von 28 mM zugesetzt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen 
wurden aus vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen Parallelen berechnet. 
 
4.6.1.2.2 Die Induktion der Transkription ausgehend von PuehA ist EutABC-abhängig 
Wie bereits gezeigt, kann eine Δ(eutABC::Gm)1-Mutante (Stamm ASR11) ohne erkennbaren 
Wachstumsphänotyp Ectoin als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle nutzen, nicht aber 
5-Hydroxyectoin. Um den internen Induktor für die transkriptionelle Kontrolle des 

























lacZ-Fusion auf Plasmid pBAS20 in die Δ(eutABC::Gm)1-Mutante konjugiert und unter den 
oben beschriebenen Bedingungen für ein LacZ-Assay kultiviert. 
 Eine chromosomale Deletion der katabolen Gene für den 5-Hydroxyectoin-Abbau 
(eutABC) führt zu einem starken Verlust der Genexpression ausgehend von PuehA, wenn 
5-Hydroxyectoin das im Medium enthaltene Substrat ist. Die Expression vermindert sich in 
diesem Fall um das 9-fache und sinkt auf 198 ± 15 MU (Tab A1). Es liegt damit auf dem 
gleichen quantitative Niveau wie die Ectoin-abhängige Expression in der Δ(eutD::Gm)1-
Mutante (Abb. 30 und 31). Die gemessene LacZ-Aktivität der mit Ectoin kultivierten Kulturen 
ist im Δ(eutABC)-Hintergrund gleich der im Wildtyp-Hintergrund (Abb. 31; Tab A1). Eine 
eutABC-Deletion hat daher keinen Einfluss auf die Promotoraktivität von PuehA, wenn Ectoin 
das Substrat ist. Wenn aber 5-Hydroxyectoin im Medium vorhanden ist, ist die Expression 
des katabolen Ectoin-Genclusters von einem internen Induktor abhängig, der durch die 
enzymatischen Reaktionen von EutA, EutB und/oder EutC entsteht. Es muss auch in diesem 
Zusammenhang angemerkt werden, dass die Promotoraktivität im Vergleich zum Wildtyp 
zwar stark reduziert ist, aber dennoch um einen Faktor 8 erhöht ist, gegenüber dem 
Expressionsniveau unter vollständigen reprimierten Bedingungen durch EnuR* und 
gegenüber der Glucosekultur (Abb. 29 und 31).  
 
Abbildung 31: Expressionsmuster der PenuR-enuR
+
-PuehA-lacZ-Reportergenfusion in R. pomeroyi 
ASR11 [Δ(eutABC::Gm)1] 
Gezeigt ist die Promotoraktivität der PenuR-enuR
+
-PuehA-lacZ-Fusion im R. pomeroyi J470 Wildtyp 
(schwarz) und in R. pomeroyi ASR11 (grün). Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium 
mit Glucose/NH4Cl als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle bei 30°C kultiviert. Ectoin und 5-Hydroxyectoin 
wurden in einer Konzentration von 28 mM zugesetzt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen 
























4.6.2 Der Einfluss weiterer Transkriptionsaktivatoren auf PuehA 
4.6.2.1 Der Transkriptionsregulator AsnC 
Eine Deletion der katabolen ssd und atf-Gene des zu untersuchenden Operons hat keinen 
Einfluss auf das Wachstum von R. pomeroyi DSS-3 auf Ectoinen (Abb. 12 G). Werden diese 
Gene jedoch gemeinsam mit dem Regulatorgen asnC deletiert, ist ein Wachstum auf Ectoin 
oder 5-Hydroxyectoin nicht mehr möglich (Abb. 12 H). Um zu untersuchen, ob dieser 
Lrp/AsnC-Typ Transkriptionsregulator einen Einfluss PuehA ausübt oder stattdessen an 
anderer Stelle im Operon regulatorisch eingreift, wurde die PenuR-enuR
+-PuehA-lacZ-Fusion auf 
Plasmid pBAS20 in die Δ(asnC-ssd-atf::Gm)1-Mutante (Stamm ASR10) konjugiert und wie 
bereits beschrieben für die LacZ-Assays kultiviert. 
 
 
Abbildung 32: Expressionsmuster der PenuR-enuR
+
-PuehA-lacZ-Reportergenfusion in R. pomeroyi 
ASR10 [Δ(asnC-ssd-atf::Gm)1] 
Gezeigt ist die Promotoraktivität der PenuR-enuR
+
-PuehA-lacZ-Fusion im R. pomeroyi J470 Wildtyp 
(schwarz) und in R. pomeroyi ASR10 (grün). Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium 
mit Glucose/NH4Cl als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle bei 30°C kultiviert. Ectoin und 5-Hydroxyectoin 
wurden in einer Konzentration von 28 mM zugesetzt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen 
wurden aus vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen Parallelen berechnet. 
 
Die Deletion des Regulatorgens asnC und den in der Operonstruktur folgenden katabolen 
Genen ssd und atf, führen zu einer starken Reduktion der Expression von PuehA, wenn 
entweder Ectoin oder 5-Hydroxyetoin als Substrat vorhanden sind. Die Promotoraktivität der 
Ectoin-Kulturen geht um die Hälfte zurück (222 ± 19 MU), die der 5-Hydroxyectoin-Proben 
























im Δ(ssd-atf::Gm)1-Hintergrund (Stamm ASR14) führte zu keiner signifikanten Verminderung 
der Expression ausgehend von PuehA (Abb. A5). Der Verlust der Aktivierung der Transkription 
ist daher auf das Fehlen des Transkriptionsregulators AsnC zurückzuführen. AsnC ist ein 
Aktivator des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons und beeinflusst so den 
Promotor vor  uehA. Es ist dennoch anzumerken, dass der Promotor auch unter diesen 
Bedingungen, nicht vollständig an Aktivität verliert, sondern eine 8-fach erhöhte Expression 
gegenüber dem nicht-induzierten Level erhalten bleibt (Abb. 29 und 32).  
 
4.6.2.2 Das Zweikomponentensystem NtrXY 
Das bereits beschriebene NtrXY-Zweikomponentensystem (Abschnitt 3.5.2.1) ist in die  
generellen Stickstoffkontrolle involviert (18,266,267). Ectoin und 5-Hydroxyectoin sind im 
marinen Habitat vermutlich wichtige Stickstoffquellen und bedeuten einen entscheidenden 
Wachstumsvorteil für jene Mikroorganismen, die deren Anwesenheit im Medium schnell 
registrieren. Mit Hilfe des TOPCON-Servers wurde die Membrantopologie der NtrY-
Sensorkinase berechnet (291), wodurch vier Transmembrandomänen bestimmt werden 
konnten. Es wird neben einer kleinen periplasmatischen Domäne auch ein großer Bereich 
von etwa 200 Aminosäuren als periplasmatisch vorausgesagt, der möglicherweise als 
sensorische Domäne für Ectoin und 5-Hydroxyectoin fungieren könnte (Abb. A12). Dies ist 
äquivalent zu putativen Transmembranregionen, die bereits für NtrY aus E. coli, 
Salomonella typhimurium und A. caulinodans bestimmt wurden (18,268,269). 
 
Die chromosomale Deletion des Zweikomponentensystems NtrXY führte zu einem Phänotyp, 
der kein Wachstum auf Ectoin oder 5-Hydroxyectoin als alleinige Kohlenstoff- und 
Stickstoffquellen ermöglicht (Abb. 12 H). Dies spricht für eine wichtige sensorische Funktion 
der NtrY-Sensorkinase und eine wichtige regulatorische Funktion des NtrX-
Antwortregulators. Aufschluss über den Einfluss des Zweikomponentensystems auf die 
Transkription des katabolen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Operons gab die PenuR-enuR
+-PuehA-lacZ-
Fusion, die in den Δ(ntrXY::Gm)1-Hintergrund (Stamm ASR9) konjugiert wurde. Die 
Kultivierung der entsprechenden Stämme und die Durchführung der LacZ-Assays erfolgte 
wie bereits beschrieben. 
 Die chromosomale Deletion der Gene des Zweikomponentensystems der globalen 
Stickstoffkontrolle NtrXY führt zu einem starken Rückgang der Transkriptionsrate ausgehend 
von PuehA. Das Expressionslevel bei Wachstum unter Ectoin-Anwesenheit sinkt um das 2,3-
fache auf 195 ± 14 MU und für 5-Hydroxyectoin um das 6,3-fache auf 278 ± 18 MU im 
Vergleich zur entsprechenden Wildtypkontrolle (Abb. 33; Tab A1), obwohl in diesem Stamm 
sowohl für enuR, als auch für asnC kodiert wird. In Verbindung mit dem Wachstumsphänotyp 





katabole enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operon zugesprochen werden. NtrX 
fungiert direkt oder indirekt als Aktivator gegenüber PuehA. Dessen Deletion führt jedoch, wie 
bereits für AsnC beschrieben, nicht zu einem vollständigen Verlust der Aktivierung von PuehA, 
da diese immer noch 8-mal höher ist, als der vollständig reprimierte Promotor in der 
Glucosekontrolle (Abb. 33).  
 
 
Abbildung 33: Expressionsmuster der PenuR-enuR
+
-PuehA-lacZ-Reportergenfusion in R. pomeroyi 
ASR9 [Δ(ntrXY::Gm)1] 
Gezeigt ist die Promotoraktivität der PenuR-enuR
+
-PuehA-lacZ-Fusion im R. pomeroyi J470 Wildtyp 
(schwarz) und in R. pomeroyi ASR9 (grün). Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium mit 
Glucose/NH4Cl als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle bei 30°C kultiviert. Ectoin und 5-Hydroxyectoin 
wurden in einer Konzentration von 28 mM zugesetzt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen 
wurden aus vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen Parallelen berechnet. 
 
4.7 bioinformatische Untersuchungen 
4.7.1 Die phylogenetische Verbreitung der katabolen Gene des 5-Hydroxyectoin- und 
Ectoin-Abbaus 
Die Ectoin-Hydrolase EutD ist das Schlüsselenzym sowohl des Ectoin- als auch des 
5-Hydroxyectoin-Katabolismus. EutD öffnet den Ring der heterocyclischen Verbindung 
Ectoin (15,124,128) - eine Reaktion die in der Bildung des einzigen spezifischen Intermediats 
in der Verstoffwechselung von Ectoinen Nα-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat resultiert. Die 
Intermediate aller enzymatischen Folgereaktionen (Abb. 3) sind nicht spezifisch für den 
5-Hydroxectoin/Ectoin-Abbau, sondern kommen im allgemeinen Aminosäurestoffwechsel 

























Grund wurde die Aminosäuresequenz von EutD aus R. pomeroyi DSS-3 genutzt, um mit 
Hilfe des Web-Servers des ‚genome portal of the Department of Energy Joint Genome 
Institute‘ (JGI) (292,293) in allen bis dato sequenzierten bakteriellen (Anzahl: 32.523) und 
archaealen (Anzahl: 654) Genomen nach Proteinhomologen zu suchen und diese auf das 
Vorhandensein von mindestens zwei weiteren Genen des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbaus zu 
untersuchen. Es wurden 539 solcher vollständig sequenzierten und assemblierten 
Gencluster in Bakterien identifiziert, jedoch keine in Archaeen gefunden. Mit Hilfe des iTOL-
Servers (294) konnte aus einem Aminosäuresequenzvergleich der entsprechenden EutD-
Homologe ein phylogenetischer Baum erstellt werden (Abb. 35). Der Ursprung des Baumes 
wurde durch drei EutD-verwandte Proteine bestimmt [eine Peptidase des M24-Typs von 
Mesorhizobium cicero biovar WSM1271 (29% Sequenzidentität), eine Creatinase von 
Pseudomonas monteilii DSM 14164 (22% Sequenzidentität) und eine Xaa-Pro-
Aminopeptidase aus Rhizobium sp. YR519 (26% Sequenzidentität)], die in der BLAST-
Analyse eine hohe Ähnlichkeit zu dem EutD aus R. pomeroyi DSS-3 aufwiesen, aber keine 
weiteren 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbaugene besaßen.  
Bei Betrachtung des phylogenetischen Baumes wird deutlich, dass die Gene des 
5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus ausschließlich in Proteobacteria, eines der drei am 
besten untersuchten bakteriellen Phyla (295), zu finden sind. Dabei gehören 58,6 % zu der 
Klasse der Alphaproteobacteria (316 Spezies), 14,5 % zu den Betaproteobacteria (78 
Spezies) und 26,7 % zu den Gammaproteobacteria (144 Spezies). Es wurde nur ein 
Vertreter der Deltaproteobacteria [Desulfovibrio bastinii DSM 16055 (296)] gefunden. 
Es befinden sich sowohl terrestrische, also auch marine Bakterien unter den vorhergesagten 
5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauern. Dies steht im Einklang mit eben solchen Habitaten in 
denen auch Ectoin/5-Hydroxyectoin-produzierende Bakterien und Archaeen gefunden 
wurden (6,7). 5-Hydroxyectoin und Ectoin werden hauptsächlich von marinen 
Alphaproteobacteria von der Gattung Roseobacter und marinen Gammaproteobacteria 
de novo synthetisiert und als Schutzsubstanzen gegen osmotischen Stress genutzt (6,7). 
Der Ursprung der Fähigkeit Ectoine zu verstoffwechseln, liegt den vorliegenden Studien zu 
folge, ebenfalls bei marinen Alphaproteobacteria der Ordnungen Rhodobacterales, 
Rhizobiales and Rhodospirillales (Teil M1 in Abb. 35). Direkt gefolgt werden diese von einer 
Gruppe mariner Gammaproteobacteria der Familien Vibrionaceae und Halomonadaceae 
(Teil V und H in Abb. 35). Der nächste Zweig des phylogenetischen Baumes umfasst wieder 
eine Gruppe mariner Bakterien der Ordnungen Rhodobacterales und Rhodospirillales (Teil 
M2 in Abb. 35) und des Genus Thalassospira (Untergruppe T in Abb. 35), an welche sich die 
Familie der Enterobacteriaceae (Untergruppe E in Abb. 35) aus der Klasse der 
Gammaproteobacteria anschließt. Der nächste große Zweig in der Abstammungsreihe wird 





sich wieder eine Gruppe von Gammaproteobacteria des Genus Pseudomonas (Untergruppe 
P) an. Die Vertreter der Untergruppen B, E und P sind hauptsächlich im terrestrischen- oder 
Süßwasserhabitat zu finden. Da der nächst verwandte Zweig des phylogenetischen Baumes 
(Untergruppe T) jedoch im marinen Habitat angesiedelt ist, ist von einem horizontalen 
Gentransfer zwischen den Subgruppen auszugehen. Gleiches gilt für die einzeln Spezies, 
die im phylogenetischen Baum außerhalb ihrer taxonomischen Zugehörigkeit auftreten 
(Pseudomonas bauzanensis W13Z2, Verminephrobacter sp. A1M und Desulfovibrio bastinii 
DSM 16055). Der dritte marine Zweig der Alphaproteobacteria (Untergruppe M3) 
unterscheidet sich von den vorhergehenden in seiner Diversität. Neben mehreren Spezies 
des Genus Roseobacter, befinden sich hier unter anderem auch Vertreter des Genus 
Aurantimonas oder Salinarimonas (Abb. 35). Im letzten Abschnitt des phylogenetischen 
Baumes sind die terrestrischen Alphaproteobacteria angesiedelt. Diese lassen sich in die 
zwei Untergruppen der Agrobacteria (Teil A) und Rhizobia (Teil R) unterteilen. Sie gehören 
zum großen Teil zur Familie der Rhizobiales.  
 
4.7.2 genomischer Kontext des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauclusters 
Mit Hilfe des Neighbourhood Programms des ‚genome portal of the Department of Energy 
Joint Genome Institute‘ (http://genome.jgi.doe.gov/) (JGI) (292,293) wurde der genomische 
Kontext der gefundenen 539 putativen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauern analysiert. Dabei 
wurde deutlich, dass im Gegensatz zu der geringen taxonomischen Diversität des 
5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbaus, die genetische Diversität sehr groß ist. Wie bereits zuvor in 
einer kleineren Studie von Schwibbert et al. (2011) aufgezeigt, variiert nicht nur die Anzahl 
der vorhandenen Gene im Gencluster, sondern auch deren Anordnung. In Abbildung 35 
werden einige Beispiele für diese unterschiedlichen Genanordnungen dargestellt. Dabei 
wurden diese anhand der An- oder Abwesenheit von Transportern, die innerhalb des 
Genclusters kodiert wurden, gruppiert. 
 
In diesem Zusammenhang muss auch angemerkt werden, dass sieben der 539 untersuchten 
bakteriellen Spezies mehr als ein kataboles Ectoin/5-Hydroxyectoin-Gencluster enthielt. Bei 
diesen handelte es sich entweder um eine einfache Duplikation des gesamten Genclusters 
an einer anderen Stelle im Genom, oder aber um ein Gencluster, dass nach dem oben 
beschriebenen Kriterien dem Ectoin/5-Hydroxyectoin-Katabolismus zugesprochen werden 
kann, sich aber sowohl in der Anzahl und Anordnung der Gene, als auch in der 
Aminosäuresequenz von EutD, von dem ersten Cluster unterscheidet. In die erste Gruppe 
gehören die folgenden bakteriellen Spezies: Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM2297, 
Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707, Rhizobiales sp. HL-109, Ensifer meliloti AK83, 





Pseudomonas putida KT2440 und Mesorhizobium loti MAFF303099 einzuordnen. Für diese 
Vertreter wurde in der Darstellung des phylogenetischen Baums nur eines der beiden 
Gencluster betrachtet (Abb. 35). 
 
Der genetische Kontext, das heißt die An- oder Abwesenheit verschiedener Gene oder 
Gengruppen, in den 539 Genclustern der putativen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauer wurden 
am phylogenetischen Baum (Abb. 35) markiert.  
 
Die katabole Nutzung von 5-Hydroxyectoin und Ectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle 
hängt vom Transport dieser in die bakterielle Zelle ab. Im 5-Hydroxyectoin/Ectoin-
Abbaucluster von Sinorhizobium meliloti befinden sich 4 Gene (ehuABCD) welche für einen 
Ectoin/5-Hydroxyectoin-spezifischer ABC-Transporter kodieren (124,179). In R. pomeroyi 
dagegen wird ein substratinduzierter TRAP-Transporter (uehABC) co-transkribiert 
(15,127,297). In den 539 identifizierten putativen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauclustern 
wurden 370 Gencluster identifiziert, die die Gene für einen ABC-Transporter enthalten, der 
dem Ehu-Typ entspricht (Aminosäuresequenzvergleich beispielhaft in Abb. A6). Diese 
kommen in allen Untergruppen, außer in Untergruppe V und H (Abb. 35) vor. In 48 
Genclustern wird ein TRAP-Transporter kodiert, der dem Ueh-Typ entspricht 
(Aminosäuresequenzvergleich beispielhaft in Abb. A7). 121 der identifizierten 539 Genome 
wiesen keine Transportergene in der direkten Nachbarschaft des eutD-Gens auf (Abb. 34 
und 35). Dazu gehört unter anderem Halomonas elongata, dessen Fähigkeit zur 
Verstoffwechselung von Ectoinen bereits beschrieben wurde (128). H. elongata ist jedoch in 
der Lage Ectoin und 5-Hydroxyectoin über einen osmotisch induzierbaren TRAP-Transporter 
(teaABC) aufzunehmen, wenn diese als Osmoprotektiva benötigt werden (189,190). Die 
Kristallstrukturen der Substratbindeproteine (SBP) der drei Ectoin/5-Hydroxyectoin-
spezifischen Transporter wurden bereits untersucht und deren Substratbindung ist auf 
molekularer Ebene verstanden (125,127,190). Dabei wurde deutlich, dass die 
Substratbindetasche der SBPs des Ueh-Typ TRAP-Transporters und des Tea-Typs 
deckungsgleich sind (125,127), wie auch aus den beispielhaften 
Aminosäuresequenzvergleichen in Abb. A7 und A8 hervorgeht. Unter Inbetrachtziehung der 
Möglichkeit, dass der Tea-Typ TRAP-Transporter die substratinduzierte Aufnahme der 
Ectoine ebenfalls gewährleisten könnte, wurden die Genome derer, die keine Transporter im 
Gencluster kodieren, zusätzlich nach dessen Anwesenheit untersucht. Tatsächlich konnten 
23 Spezies identifiziert werden, die einen solchen enthielten (Abb. 35 und A8).               
Diese Beobachtung ist jedoch auf wenige Vertreter der Gammproteobacteria der 


























Abbildung 34: Beispiele der genetischen Anordnungen der Gencluster des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus 
Die Gruppen wurden entsprechend der Anwesenheit oder Abwesenheit von Genen arrangiert, die für einen Transporter (Ueh-Typ TRAP-Transporter oder 
EhuB-Typ ABC-Transporter) kodieren. Blaue (ABC-Transporter) und lilafarbene (TRAP-Transporter) Pfeile stehen für Transportergene. Grün (5-





Das erste Gen den 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauclusters in R. pomeroyi DSS-3 kodiert für 
eine Transkriptionsfaktor der MocR/GabR-Subfamilie der GntR-Transkriptionsfaktoren 
(126,228). Von den 539 untersuchten Genclustern besitzen 456 ein enuR-Gen (Abb. 35). 
Besonders auffällig ist dabei, dass an der Wurzel des phylogenetischen Baumes kein 
Ectoin/5-Hydroxyectoin-Abbaucluster ein enuR-Gen enthält und enuR erst im Verlauf der 
Evolution in das Cluster integriert wurde. Ab der Untergruppe T (Abb. 35) ist dieser 
Regulator, mit wenigen Ausnahmen, in fast allen Genclustern vorhanden. In einem 
Aminosäuresequenzvergleich aller 456 EnuR-Typ Regulatoren liegt die Sequenzidentität 
zwischen 88 % (Roseobacter sp. SK909-2-6) und 47 % (Sinorhizobium meliloti MVII-I). In 
Abbildung A9 wurden beispielhaft Aminosäuresequenzen von 15 Spezies des vorliegenden 
phylogenetischen Baumes miteinander verglichen. In diesem Sequenzvergleich wird 
deutlich, dass nicht nur das Lysin (in R. pomeroyi DSS-3 Lysin-302) für die kovalente 
Bindung des PLP-Cofaktors in allen 456 Sequenzen konserviert ist, sondern auch dass alle 
anderen Aminosäuren, die für die Koordination des Cofaktors PLP von Bedeutung sind, 
funktionell konserviert sind. 
 
In Schulz et al. (2016) (persönliche Kommunikation J. Heider) wurde erstmals ein möglicher 
enzymatischer Weg für den Abbau von 5-Hydroxyectoin zu Ectoin beschrieben. In 
R. pomeroyi DSS-3 sind den Voraussagen zufolge drei Genprodukte (EutABC) für diese 
Konvertierung nötig. Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben solchen bakteriellen Spezies, 
die dieses Set von Genen für den 5-Hydroxyectoinabbau besitzen, auch solche gefunden, 
die im untersuchten Gencluster nur die Gene eutB und eutC enthalten und solche 
Organismen, die in unmittelbarer Nachbarschaft zu eutD keine Gene für den putativen 
5-Hydroxyectoinabbau enthalten. Dabei ist das Verhältnis zwischen denen, die eutABC 
besitzen und jenen, die nur für eutBC kodieren mit 228 zu 240 Spezies ausgeglichen. Wie 
für das enuR-Gen zeigt sich auch für die Gene des 5-Hydroxyectoinabbaus, dass diese in 
der Nähe des Ursprungs des phylogenetischen Baumes nur selten auftreten und erst ab der 
Untergruppe T, mit wenigen Ausnahmen, durchweg vorhanden sind.  
 
In einer Vielzahl der analysierten Gencluster sind Gene kodiert, die zu vor nicht in 
R. pomeroyi DSS-3 oder S. meliloti gefunden wurden. Dazu gehört der Austausch des eutE-
Gens gegen die N-acetylornitine deacetylase argE. Letzteres ist in die Arginin-Biosynthese 
involviert und katalysiert die Spaltung der Amidbindung von N-Acetyl-L-Ornithin, was zur 
Freisetzung von Ornithin und Acetat führt (298). Funktionell sind diese Amidohydrolasen 
daher gegeneinander austauschbar und sollten den gleichen Reaktionsverlauf ermöglichen 
(Abb. 3). Da 17 der gefundenen 25 Substitutionen von eutE durch argE am Ursprung des 





R. pomeroyi DSS-3 beschriebene eutE erst im Laufe der Evolution des katabolen Ectoin-
Genclusters entstand (Abb. 34 und 35). Zusätzlich wurden in vielen Genclustern Gene 
identifiziert, die entweder für eine NADPH:quinone Reduktase (137 mal) oder eine γ-
Glutamyltransferase (13 mal) kodieren. Hierbei fällt auf, dass das Vorhandensein einer γ-
Glutamyltransferase ausschließlich auf wenige Spezies des Genus Burkholderia 
(Untergruppe B) beschränkt ist. Die NADPH:quinone Reduktase dagegen, mit Ausnahmen, 
hauptsächlich in den katabolen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Genclustern der Untergruppe R zu 
finden ist (Abb. 35). 
 
Unter den 539 potentiellen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauern befinden sich 100, deren 
Genomsequenzen ebenfalls die konservierten Gene der Ectoinsynthese (ectABC) (74,91) 
besitzen. Zusätzlich konnte in 33 dieser 100 Stämme ein ectD-Gen gefunden werden, 
welches für die 5-Hydroxyectoin-Synthese benötigt wird (94,299). Diese Organismen sollten 
daher in der Lage sein, sowohl die Synthese als auch den Abbau dieser Aminosäurederivate 
durchzuführen. Die Fähigkeit entweder Ectoin oder 5-Hydroxyectoin synthetisieren zu 
können, ist hauptsächlich unter den bakteriellen Spezies in der Nähe des Ursprungs des 
vorliegenden auf eutD-basierenden Stammbaumes verbreitet. Dabei ist besonders auffällig, 
dass diese Gene in allen Bakterienspezies der Untergruppen V und H vorhanden sind 
(Abb. 35). Der für die industrielle Produktion von Ectoinen genutzte H. elongata ist ein 
bedeutender Vertreter dieser Untergruppe (70). 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass der Transkriptionsregulator asnC aus 
dem enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operon von Ruegeria pomeroyi als ein 
Aktivator auf den Promotor vor uehA wirkt. Von den 539 analysierten katabolen Genclustern 
in dem vorliegenden phylogenetischen Baum, wird in nur 50 kein asnC im Gencluster 
kodiert. Insbesondere am Ursprung des Baumes, wo noch kein enuR-Gen vorhanden ist, ist 
asnC in jedem Gencluster vertreten. Ein Aminosäuresequenzvergleich aller AsnC-
Aminosäuresequenzen (repräsentiert durch einen beispielhaften Vergleich von 15 
Sequenzen in Abb. A10)  zeigt eine hohe Aminosäure-Konservierung in der markierten helix-
turn-helix-Domäne und der typischen Oligomerisierungs- und Effektorbindedomäne. Die 
höchste Sequenzidentität zu asnC aus dem R. pomeroyi DSS-3 Operon hatte dabei asnC 
aus dem, ebenfalls der Rhodobacteraceae-Familie zugehörige, Phaeobacter gallaenciensis 








Abbildung 35: Die phylogenetische Verbreitung des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus 
Dargestellt ist ein phylogenetischen Baum auf der Grundlage eines Aminosäuresequenzvergleichs 
von 539 Aminosäuresequenzen, die Homologien zu dem EutD Protein aus Ruegeria pomeroyi DSS-3 
aufwiesen. Die Sequenzen wurden durch eine BLAST-Suche auf dem JGI web-Server identifiziert 
und deren Sequenzen unter Verwendung von ClustalΩ verglichen. Der Stammbaum wurde mit Hilfe 
des iTOL Web-Servers erstellt. Das Farbschema beschreibt die Verteilung von EutD unter den 
Klassen der Proteobacteria. Die Anwesenheit eines Transporters in unmittelbarer Nähe des eutD 
Gencluster wird durch ein orangefarbenen (ABC-Typ) oder dunkelblau (TRAP-Aktivität) Kreis 





Rosafarbene Fünfecke weisen auf eine Assoziation eines EnuR regulatorischen Gens mit dem eutD-
Gencluster hin. Die Anwesenheit von 5-Hydroxyectoin-Abbaugenen wird mit grünen (Vorhandensein 
von eutABC) oder roten (Vorhandensein von nur eutBC) Quadraten dargestellt. Das Vorhandensein 
von Genen, die nicht in den eutD-Genclustern von S. meliloti oder R. pomeroyi DSS-3 gefunden 
wurden, werden durch Kreise angezeigt: rosafarben (argE) , hellblau (NADPH:Quinon Reduktase) 
oder grün (γ-Glutamyltransferase). Die Anwesenheit eines ectC-Gens (Ectoin -Synthase) wird durch 
ein grünes Dreiecke angedeutet ; die zusätzliche Anwesenheit eines ectD-Gens in dem jeweiligen 
Genom durch ein orangefarbenes Dreieck. Eine größere Version des phylogenetischen Baums 
befindet sich auf der CD im Anhang. 
 
Das Zweikomponentensystem NtrXY hat, wie bereits beschrieben, ebenfalls einen positiven 
Effekt auf die Transkription des Ectoin/5-Hydroxyectoin-Abbauclusters in dem hier 
untersuchen Modellorganismus R. pomeroyi DSS-3 . Die Genome der 539 bakteriellen 
Spezies, die putativ in der Lage sind 5-Hydroxyectoin und /oder Ectoin zu katabolisieren, 
wurden auf das Vorhandensein eines solchen NtrXY-Systems untersucht. Dabei wurde 
vorausgesetzt, dass sowohl ein Ortholog von NtrY (COG 5000) als auch NtrX (COG 2204) in 
einem Gencluster kodiert wurden. Es wurden 316 solcher Gencluster gefunden. Dabei ist 
besonders hervorzuheben, dass diese in allen Alphaproteobacteria in dem vorliegenden 
phylogenetischen Baum vorkommen. Außerdem wurde ein entsprechendes 
Zweikomponentensystem in dem einzigen Deltaproteobakterium (Desulfovibrio bastinii DSM 
16055) und dem Gammaproteobakterium (Pseudomonas bauzanensis W13Z2) gefunden, 









Die Osmolarität des Wasser des Ozeans liegt bei etwa 1000 milliosmol je Liter. Damit 
übersteigt die Osmolarität des Meerwassers, die des Cytoplasmas der Zellen mariner 
Organismen (300 - 400 mOsmol) etwa um das dreifache (300). Um den Wasserverlust über 
die Zellmembran zu vermeiden, akkumulieren nicht nur Bakterien und Archaeen kompatible 
Solute, sondern auch die Zellen von Pilzen, Pflanzen und Tieren und passen den 
osmotischen Druck des Cytoplasmas so dem des Wachstumsmediums an (60,301–304). 
Die Schlüsselenzyme für die Synthese der Tetrahydropyrimidine Ectoin und seines 
Hydroxyderivats, 5-Hydroxyectoin sind weit verbreitet und konnten so nicht nur innerhalb 
des Reiches der Bacteria sondern auch der Archaea gefunden werden (6,7). Diese wenigen 
archaealen Spezies haben die Ectoin-Synthesegene vermutlich über horizontalen 
Gentransfer erworben. Ectoine sind daher im wesentlichen von Bacteria genutzte kompatible 
Solute und kommen in etwa 7% der sequenzierten mikrobiellen Genome vor (6). Ihre 
Akkumulation im Cytoplasma ist entweder durch de novo Synthese oder durch die direkte 
Aufnahme aus dem Medium möglich (7,76,91,305). Die Freisetzung dieser Substanzen in 
das Wachstumsmedium als Folge von Zelltod und passivem, sowie aktivem Transport in den 
extrazellulären Raum (9,11,12), ermöglicht eine sekundäre Funktion dieser organischen 
Substanzen als wichtige Kohlenstoff-, Stickstoff- und Energiequellen (8). Ectoin und 
5-Hydroxyectoin sind heterocyclische Verbindungen, deren mikrobielle Biosynthese gut 
verstanden ist. Der Katabolismus beider Aminosäurederivate hingegen ist nur unzureichend 
beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Katabolismus von Ectoin und 
5-Hydroxyectoin in dem marinen Modellorganismus Ruegeria pomeroyi DSS-3 auf 
physiologischer, genetischer und biochemischer Ebene untersucht. 
 
5.1 physiologische Untersuchungen 
5.1.1 Der Einfluss verschiedener kompatibler Solute auf das Wachstum von 
R. pomeroyi DSS-3 bei erhöhter Osmolarität 
Die meisten bakteriellen Spezies akkumulieren eine Reihe von verschiedenen kompatiblen 
Solute im Cytoplasma, wenn sie diese de novo synthetisieren. Die Zusammensetzung des 
internen Osmolytpools hängt dabei von der Höhe der externen Osmolarität, der Dauer der 
Stresssituation und der vorhandenen Kohlenstoff- und Stickstoffquelle ab. Wenn jedoch nur 
ein kompatibles Solut in der Zelle gefunden werden kann, dann meist, weil dieses im 
Wachstumsmedium vorlag und effizient sowie energetisch günstiger in die Zelle transportiert 





Wachstumsmedium befindliche kompatible Solute aufzunehmen und sich dadurch vor 
osmotischem Stress zu schützen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, welche 
kompatiblen Solute R. pomeroyi DSS-3 unter starkem Salzstress (1 M) (Abb. 10) aufnimmt, 
um einen Wachstumsvorteil zu erhalten. Es konnte eine eindeutige, aber geringe Protektion 
durch Cholin und dessen Derivat Glycinbetain, Carnitin und dessen Vorläufermolekül 
γ-Crotonobetain und Cholin-O-Sulfat festgestellt werden (Abb. 10). Die Fähigkeit von 
R. pomeroyi DSS-3 die benannten Moleküle unter osmotischem Stress zu akkumulieren, ist 
möglicherweise auf dessen Assoziation mit dem marinen Phytoplankton zurückzuführen. 
Carnitin ist in den Fettsäuremetabolismus von Pflanzen involviert, wodurch sowohl diese 
Substanz als auch deren Vorläufermolekül γ-Crotonobetain in hoher Abundanz im marinen 
Ökosystem vorkommt (306). Während Cholin-O-Sulfat als kompatibles Solut von Pflanzen 
synthetisiert wird (307), kommt Cholin in Form von Phosphatidylcholin in der pflanzlichen 
Zellmembran vor (308). Diese sind damit ebenfalls leicht zugängliche kompatible Solute für 
die hier untersuchte Roseobacter-Spezies R. pomeroyi DSS-3 (13,27–30). Die von anderen 
heterotrophen Bakterien häufig genutzten kompatiblen Solute (8), wie Ectoin, 
5-Hydroxyectoin oder Prolin konnten von R. pomeroyi DSS-3 nicht zur Protektion vor 
Salzstress aufgenommen werden (Abb. 10).  
 
5.1.2 Die substratinduzierte Aufnahme von Ectoin und 5-Hydroxyectoin 
Das Monophylum der Roseobacter, zu dem auch R. pomeroyi DSS-3 gehört, macht bis zu 
20 % der Bakterioplanktongemeinschaft im küstennahen Bereich des marinen Lebensraums 
aus. Im offenen Ozean sind es nur noch etwa 10 % (28). Alle bisher sequenzierten 
Mitglieder des Monophylums (54 sind in der Roseobase hinterlegt, davon sind 7 vollständig 
annotiert; http://www.roseobase.org/) weisen eine hohe metabolische Diversität auf und 
können daher als ökologische Generalisten beschrieben werden (14,309,310). So können 
diese, darunter auch R. pomeroyi DSS-3, neben der normalen heterotrophen Lebensweise 
auch litotrophe Strategien zur Energiegewinnung anwenden, zu der unter anderem die 
Sulfid-Oxidation und die Kohlenstoffdioxid-Fixierung gehört (14,311). Das große und sehr 
vielfältige Genom von R. pomeroyi DSS-3 (~ 4600 kbp) ermöglicht diesem Bakterium eine 
Physiologie, die sich von anderen marinen Oligotrophen unterscheidet und somit einen 
evolutionären Vorteil in der Anpassung an das nährstoffarme, marine Habitat erlaubt (14).  
 Für Ectoin und 5-Hydroxyectoin konnte bereits in früheren Studien eine 
substratinduzierte Aufnahme von Ectoin und 5-Hydroxyectoin über einen spezifischen 
TRAP-Transporter nachgewiesen werden (127). Durch Homologievergleiche mit dem 
katabolen Ectoin-Gencluster aus S. meliloti wurde vermutet, dass das enuR-uehABC-usp-





Abbau von Ectoin und 5-Hydroxyectoin notwendig sind. R. pomeroyi DSS-3 könnte somit in 
der Lage sein diese kompatiblen Solute zu katabolisieren und daher als Kohlenstoff- und 
Stickstoffquelle zu nutzen (15,124,127). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der 
R. pomeroyi-Wildtyp sowohl Ectoin als auch 5-Hydroxyectoin als alleinige Kohlenstoff-, 
Stickstoff und Energiequelle nutzen kann und dass eine chromosomale Deletion des 
benannten Operons zu einem Wachstumsphänotyp führt, der die Verstoffwechselung dieser 
heterocyclischen Verbindungen nicht mehr ermöglicht (Abb. 12 A). Ectoine werden in einer 
untergeordneten Funktion, neben der Verwendung als kompatible Solute, von einigen 
bekannten Organismen auch als Kohlenstoff- und/oder Stickstoffquelle oder auch als 
Stickstoffspeicher genutzt (121,274,312). Die Gründe für den Katabolismus von Ectoinen 
scheinen dabei vielfältig und variieren abhängig vom Organismus. In S. meliloti und andere 
Rhizobien wird Ectoin unter erhöhten externen Osmolaritäten in großen Mengen 
aufgenommen, aber nicht im Cytoplasma akkumuliert. Ectoin scheint damit eher die 
Synthese endogener kompatibler Solute auszulösen und zu diesem Zweck als 
Nährstoffquelle genutzt zu werden (116). H. elongata dagegen kann Ectoin sowohl 
synthetisieren, als auch degradieren. Da beide Stoffwechselwege das Intermediat L-2,4-
Diaminobutyrat gemeinsam haben und der Ectoin-Import ausschließlich von einem 
osmotisch induzierbaren TRAP-Transporter abhängt (127), ist es möglich dass in diesem 
halophilen Bakterium der Ectoin-Abbauweg zur Feinabstimmung zwischen interner und 
externer Osmolarität genutzt wird (128). Halorhodosspira halochloris, der Organismus in 
dem Ectoin zu erst beschrieben wurde (4), kann seinen internen Ectoin-Pool abbauen und 
diesen durch Trehalose ersetzten, um Stickstoff für das Zellwachstum freizusetzen, wenn 
der externe Stickstofflevel niedrig ist (113). In Chromohalobacter salexigens können Ectoin 
und 5-Hydroxyectoin nur unter optimalen Osmolaritäten abgebaut werden. Eine erhöhte 
Osmolarität des Mediums führt zu deiner Repression der katabolen Gene, ein Vorgang, 
welcher möglicherweise die Akkumulation der kompatiblen Solute begünstigt (274). In 
Pseudomonas putida, wie in R. pomeroyi DSS-3  auch, können Ectoin und 5-Hydroxyectoin 
katabolisiert, aber nicht als osmotische Schutzsubstanz genutzt werden (123). Der effiziente 
Katabolismus von Ectoin und 5-Hydroxyectoin als reine Kohlenstoff-, Stickstoff- und 









5.2 Der 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus 
5.2.1 Die Funktion der Genprodukte des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-ssd-atf-
Operons aus R. pomeroyi DSS-3 
Aufbauend auf den Vorschlägen der bereits publizierte Mechanismen für den Abbau von 
Ectoin zu L-Aspartat (124,128), wurde ein Stoffwechselweg für den Katabolismus von 
sowohl 5-Hydroxyectoin, als auch Ectoin in R. pomeroyi DSS-3 vorgeschlagen [persönliche 
Kommunikation J. Heider; in (15); Abb. 3]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die 
Auswirkungen verschiedener chromosomaler Deletionen innerhalb des enuR-uehABC-usp-
eutABCDE-ssd-atf-Operons auf das Wachstum von R. pomeroyi DSS-3 auf Ectoin und 
5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle getestet.  
 
5.2.1.1 Das eutABC-Gencluster 
Dieser postulierte Stoffwechselweg beschreibt zum ersten mal die Umwandlung von 5-(S)-
Hydroxyectoin zu Ectoin über eine Enzymkaskade der 5-(S)-Hydroxyectoin-Racemase 
(EutA), der 5-(R)-Hydroxyectoin-Dehydratase (EutB) und der Ectoin-Dehydrogenase (EutC) 
(Abb. 3). Im wesentlichen folgt dieser Mechanismus den gleichen Prinzipien, die zuvor in 
z.B. der Synthese von Fettsäuren beschrieben wurden (144,313). Den Erwartungen 
entsprechend, konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die eutABC-Gene des 
enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons von R. pomeroyi DSS-3 tatsächlich für 
den Abbau von 5-Hydroxyectoin verantwortlich sind, aber keinen Einfluss auf den 
Katabolismus von Ectoin haben. Eine chromosomale Deletion der eutABC-Gene führte zu 
einem negativen Wachstumsphänotyp für jene R. pomeroyi-Kulturen, deren Medium 
5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle zugesetzt wurde, nicht jedoch wenn 
Ectoin im Medium vorlag (Abb.12 D). Auch in H. elongata hat eine Deletion der homologen 
eutBC-Gene keinen Einfluss auf das Wachstum auf Ectoin (128). Im Kontrast dazu stehen 
die Untersuchungsergebnisse für S. meliloti, denen zufolge ein Stamm in dem das eutA-Gen 
deletiert wurde, ein deutlich schlechteres Wachstum auf einem Minimalmedium mit Ectoin 
als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle zeigt, als der entsprechende Wildtypstamm 
(124). Dies und die Tatsache, dass unter den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten 539 
putativen 5-Hydroxyectoin- und Ectoin-abbauenden Bakterienstämmen 240 Spezies sind, 
die nur die eutBC-Gene besitzen, nicht aber eutA, spricht möglicherweise dafür, dass es 
neben dem in Abbildung 3 aufgezeigten Abbauweg, weitere Wege existieren, um den 
Katabolismus von 5-Hydroxyectoin zu gewährleisten. Zusätzlich gibt es unter den 539 
untersuchten katabolen Genclustern 71, die keine eut(A)BC-Gene aufweisen (Abb. 35). Ob 





über einen weiteren Stoffwechselweg erzielen, ist nicht bekannt und bedarf weiterer 
Untersuchungen. 
 
5.2.1.2 Die Ectoin-Hydrolase EutD 
Sowohl in dem für H. elongata als auch in dem für R. pomeroyi DSS-3 vorgeschlagenen 
katabolen Stoffwechselweg für (5-Hydroxy-)Ectoin stellt die Ectoinhydrolase (EutD) das 
Schlüsselenzym dar (15,128). Aus dem Medium aufgenommenes und durch die 
Dehydroxylierung von 5-Hydroxyectoin entstandenes Ectoin wird gleichermaßen durch die 
enzymatische Aktivität von EutD hydrolysiert und so die heteroaliphatische Verbindung Nα-
Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat (α-ADABA) gebildet (Abb. 3). Die Hydrolyse von Ectoin durch 
das heterolog in E. coli exprimierte EutD/DoeA-Enzym von H. elongata führte zu einer 
Akkumulation von sowohl α-ADABA als auch des entsprechenden Nγ-Isomers in einem 
Verhältnis von 2:1 (128). Im gleichen Zusammenhang konnte auch gezeigt werden, dass 
das in der Kaskade folgende Enzym EutE/DoeB in H. elongata spezifisch für das Nα-Isomer 
dieser Verbindung ist (128). Da H. elongata neben der Fähigkeit zum Ectoin-Katabolismus 
auch die der Synthese des Aminosäurederivats besitzt, ist es nicht auszuschließen, dass α-
ADABA dem weiteren Abbau zu L-Aspartat durch die Enzyme EutD-Atf-Ssd (DoeBCD) 
zugeführt wird und γ-ADABA zurück in die Ectoinsynthese durch EctC fließen kann (74,91). 
Die Hydrolyse von Ectoin zu γ-ADABA würde für Organismen wie R. pomeroyi DSS-3, die 
nicht in der Lage sind Ectoin zu synthetisieren, möglicherweise in so genannten 'dead 
end'-Produkten resultieren, die entweder in der Zelle akkumulieren oder über spezifische 
Transporter exportiert werden müssten und so nicht zur Energiegewinnung beitragen 
würden (314). Die Enzyme EutD und EutE (Abb. 2) sind demzufolge essentiell für den 
Katabolismus von Ectoin und der damit verbundenen Nutzung dieser heterocyclischen 
Kohlenwasserstoffverbindung als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle. Eine Deletion von eutD 
kann nicht durch die unspezifische Aktivität anderer homologer Creatinasen oder Xaa-Pro-
Peptidasen ausgeglichen werden und führt in R. pomeroyi DSS-3 zu einem Verlust der 
Fähigkeit auf ausschließlich Ectoin und 5-Hydroxyectoin als alleinige Kohlenstoff- und 
Stickstoffquelle zu wachsen (Abb. 12 E). 
 Das eutD-Gen kodiert für ein Protein von 395 aa Länge und gehört bioinformatischen 
Studien zu folge zu der M24-Peptidase Enzymfamilie. Innerhalb dieser Gruppe weist es die 
größte Ähnlichkeit zu den Creatinasen auf. Jede monomere Untereinheit dieses Proteins 
besteht dabei aus einer kleineren N-terminalen Domäne und einer größeren C-terminalen 
Domäne, die die 'pita-bread'-Faltung einnehmen (315,316). Erste biochemische 
Untersuchungen zeigten, dass EutD, wie andere homologe Creatinasen auch, in Lösung 





optimierten EutD-Proteins in E. coli, erschwert  jedoch die biochemische Charakterisierung 
der Ectoin-Hydrolase.  
 
5.2.1.3 Die enzymatische Umwandlung von 2,4-Diaminobutyrat zu L-Aspartat durch 
Atf und Ssd 
Eine gemeinsame Deletion von ssd und atf, den letzten beiden Gene des enuR-uehABC-
usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons (Abb. 2), hat keinen Einfluss auf das Wachstum von 
R. pomeroyi DSS-3 auf Ectoin oder 5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle 
(Abb. 12 F). Die Substrate beider Enzyme (2,4-Diaminobutyrat und L-Aspartat-β-
Semialdehyd) kommen im allgemeinen bakteriellen Aminosäuremetabolismus häufig. Daher 
kann deren Umwandlung auch durch andere Enzyme gewährleistet werden, die im 
allgemeinen Stoffwechsel des zellulären Metabolismus vorkommen (Tab. 1).  
 
Tabelle 1: Beispielhafte Darstellung alternativer Stoffwechselwege für die Intermediate des 
Ectoinabbaus 2,4-Diaminobutyrat und L-Aspartat-β-Semialdehyd 




L-2,4-Diaminobutyrat + Pyruvat ↔ 























↔ Homoserin + NAD+ 
Thr-, Ile-, Met-
Metabolismus (320) 
In der Tabelle sind beispielhaft die Enzyme aufgeführt, die L-2,4-Diaminobutyrat und L-Aspartat-β-
Semialdehyd als Substrate nutzen und daher als Alternative zu Ssd bzw. Atf fungieren könnten. Alle 






Da alle Aminosäuren dem generellen Stoffwechsel, meistens auf Höhe des 
Zitronensäurezyklus zugeführt werden können (144), wird dadurch nicht verhindert, dass 
Ectoin und 5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle genutzt werden. Es scheint 
daher nicht verwunderlich, dass eine Reihe der gefundenen 539 putativen 
5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbaucluster keine Homologe zu ssd und atf kodieren (Abb. 35). 
Diese Daten stehen jedoch im Gegensatz zu den ssd/doeC- und atf/doeD-Deletionen in 
H. elongata. In dem halophilen Organismus führen beide Deletionen unabhängig von 
einander zu einem Phänotyp, der ein reduziertes  Wachstum auf Ectoin aufweist. Eine 
chromosomale atf/doeD-Deletion führte zu einem deutlich verminderten Wachstum von 
H. elongata auf Ectoin als Kohlenstoffquelle. Eine ssd/doeC-Deletion hingegen hatte die 
Fähigkeit verloren Ectoin als Kohlenstoffquelle zu nutzen, konnte das Aminosäurederivat 
aber weiterhin als Stickstoffquelle verwenden (128). 
 
5.2.1.4 Die Aufnahme von Ectoin und 5-Hydroxyectoin in das Cytoplasma 
Ozeanwasser hat eine Salzgehalt von etwa 35 o/oo (parts per thousand). Davon fallen 
alleine rund 30 % auf Natriumionen (321). Der durchschnittliche Salzgehalt von Süßwasser 
und Erde liegt dabei nur bei etwa 1-3 o/oo und damit deutlich unter dem des Salzwassers in 
den Ozeanen. Da die Translokation von Substraten über die Zellmembran mittels eines 
TRAP-Transporters in den meisten Fällen Na+-abhängig ist, sind diese häufig in marinen 
Mikroorganismen zu finden (184). Es verwundert daher nicht, dass alle 48 UehA-Typ TRAP-
Transporter, die innerhalb der Gencluster der 539 putativen Ectoin/5-Hydroxyectoin-Abbauer 
gefunden wurden, von marinen Bakterien kodiert werden (Abb. 35). Im Gegensatz dazu 
kodieren die meisten, im terrestrischen- oder Süßwasserhabitat vorkommenden, 
Ectoin/5-Hydroxyectoin-abbauenden Bakterien, des hier gezeigten phylogenetischen 
Baumes (Abb. 35), für einen EhuABCD-Typ ABC-Transporter (370 von 539). Dieser Typ 
Transporter ist in fast allen Vertretern (zwei Ausnahmen) der Untergruppen P, A und R 
konserviert und deutet auf eine evolutionäre Anpassung an das terrestrische Habitat hin 
(Abb. 35). Die Spezifität der Ectoin/5-Hydroxyectoin-Aufnahme ist jedoch von der 
Transporterklasse unabhängig und wird ausschließlich von der Spezifität des 
Substratbindeproteins bestimmt (133,179). Die Ectoin/5-Hydroxyectoin-spezifischen 
Substratbindeproteine der Transporter aus S. meliloti (EhuABCD ABC-Transporter) 
(Abb. A6) und R. pomeroyi DSS-3 (UehABC TRAP-Transporter) (Abb. A7) sind bereits gut 
charakterisiert und binden ihre jeweiligen Substrate im niedrigen mikromolaren Bereich 
(125,127). Zusätzlich zu den 48 Spezies die innerhalb des untersuchten Genclusters für 
einen UehA-Typ TRAP-Transporter kodierten, konnten auch 23 bakterielle Spezies 





TRAP-Transporter kodiert wurde (Abb. 35 und A8). Wie auch der UehA-Typ ist der 
TeaA-Typ dieser Transportergruppe spezifisch für Ectoin und 5-Hydroxyectoin, ist aber im 
Gegensatz zu ersterem osmotisch induziert und dient unter anderem der Wiederaufnahme 
von Ectoinen, die aus der Zelle diffundieren. (127,189,190). Interessanterweise sind jene 
Organismen des phylogenetischen Baumes, die einen TeaA-Typ TRAP-Transporter 
besitzen, ebenfalls in der Lage Ectoin oder 5-Hydroxyectoin zu synthetisieren (Abb. 35). 
Möglicherweise dient diesen Mikroorganismen, wie bereits für H. elongata vermutet, der 
Ectoin-Abbauweg nicht alleinig zur Gewinnung von Nährstoffen, sondern zur 
Feinabstimmung des internen osmotischen Drucks im Vergleich zu dem des externen 
Mediums (128). 
 
5.2.1.5 Ectoin- und 5-Hydroxyectoin-Synthese in Organismen die Ectoine 
katabolisieren 
Insgesamt konnten auf Grundlage des Vorhandenseins des ectABC-Genclusters 100 
putative Organismen ausgemacht werden, die nicht nur Ectoin/5-Hydroxyectoin 
katabolisieren können, sondern auch zur Synthese von Ectoin befähigt sein sollten (74,91) 
(Abb. 1). Von diesen 100 Stämmen besitzen 33 auch ein ectD-Gen und sollten daher in der 
Lage sein 5-Hydroxyectoin zu synthetisieren (6,94). Manche Bakterien können ihren eigenen 
internen Pool an akkumulierten kompatiblen Soluten nach Abklingen des osmotischen 
Stress wieder dem generellen Stoffwechsel zuführen und zur Energiegewinnung nutzen. 
Dies ist zum Beispiel für die Verwendung von GB durch das Corynebakterium Aphanothece 
halophytica bekannt (112). Es sind aber auch Beispiele beschrieben, z.B. die Verwendung 
von Trehalose in E. coli, nach dem Mikroorganismen ein endogen synthetisiertes 
kompatibles Solut als Schutzsubstanz gegen osmotischen Stress nutzen, aber die gleiche 
Substanz aus exogenen Quellen ausschließlich dem Katabolismus zuführen und diese als 
Kohlenstoff- und/oder Stickstoffquelle nutzen. Sie besitzen daher zwei unabhängige 
Stoffwechselwege für die Synthese und die Degradation der gleichen Substanz, die aber 
unterschiedlich reguliert werden (322). 
 
5.2.2 Die phylogenetische Verteilung und die genetische Anordnung der Gene des 
5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus 
Die hier untersuchten Aminosäurederivate werden von Mitgliedern von 14 bakteriellen und 
archaealen Phyla als Antwort auf osmotischen Stress synthetisiert (6,7,74) und kommen 
daher in hoher Abundanz in den entsprechenden Wachstumsmedien vor (87,323). Vor allem 
in marinen Habitaten ist die hinreichende Versorgung mit Stickstoff ein limitierender 





wertvolle Stickstoffquelle. Die hier durchgeführten in silico Analysen der taxonomischen 
Verbreitung der Fähigkeiten zum 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus zeigen, dass es sich 
um einen Stoffwechselweg handelt, der in dieser Art ausschließlich in Proteobacteria 
vorhanden ist (Abb. 35). Zu der häufigsten Untergruppe innerhalb der 539 gefundenen 
putativen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Konsumenten gehören die Alphaproteobacteria, zu denen 
auch der hier untersuchte Modelorganismus R. pomeroyi DSS-3 zählt. Überraschend ist die 
hohe Diversität der genetischen Nachbarschaft in der die katabolen Ectoin/5-Hydroxyectoin-
Gene in den untersuchten Organismen vorliegen (Abb. 34). Dies steht im starken Gegensatz 
zu der hohen Konservierung der ectABC(D)-Gene der Ectoin/5-Hydroxyectoin-Synthese 
(6,7). Die Anordnung von Genen innerhalb eines Operons ist im Allgemeinen eine labile 
Charakteristik von bakteriellen Genomen. Je höher die Verwandtschaft zwischen zwei 
Spezies ist, desto wahrscheinlicher ist die Konservierung der Anordnung der Gene in einem 
gleichen Operon (324,325). Dies wird auch in dem hier gezeigten Beispiel deutlich. Die 
unmittelbar verwandten Rhizobium- und Sinorhizobium-Stämme im phylogenetischen Baum 
(Abb. 35), besitzen mit wenigen Ausnahmen die gleichen Gene für den Katabolismus von 
Ectoin und 5-Hydroxyectoin und die gleiche Anordnung dieser (Daten nicht gezeigt). Im 
Gegensatz dazu weisen die Vertreter der M3-Untergruppe des phylogenetischen Baumes 
(Abb. 35) eine höhere taxonomische Distanz zueinander auf. Damit korrelierend, ist auch 
eine stärkere Variation in den Genen für den Katabolismus von Ectoinen und deren 
Organisation innerhalb der Operons zu verzeichnen (Abb. 35). Es ist hervorzuheben, dass 
bestimmte Genpaare jedoch stets in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander liegen. Dies 
wird neben den Transportergenen besonders für die eut(A)BC-Gene und das eutDE-
Genpaar deutlich. In keinem der gefundenen Gencluster werden diese in ihrer gezeigten 
Anordnung getrennt (Abb. 34). Erklärungen für die evolutionäre Konservierung dieser 
Genpaare können entweder in der möglichen Interaktion der entsprechenden Proteine in 
Form von 'substrate channeling' (326) oder in der Erleichterung des lateralen Gentransfers 
von funktionellen Einheiten (327) gefunden werden.  
 
5.2.3 Genomische Duplikationen der katabolen Gencluster 
Interessanterweise besitzen sieben der gefundenen putativen 539 Ectoin/5-Hydroxyectoin-
abbauenden bakteriellen Spezies mehr als ein kataboles Ectoin/5-Hydroxyectoin-Operon. 
Insbesondere interessant sind dabei die drei Stämme (Mesorhizobium loti NZP2037, 
Pseudomonas putida KT2440 und Mesorhizobium loti MAFF303099), die nicht nur eine 
reine Duplikation des Genclusters in ihrem Genom beherbergten, sondern ein weiteres 
Gencluster enthielten, dass im Aufbau und der Aminosäuresequenz des EutD-Gens 





Genduplikation noch nicht vollständig erforscht. In einigen Theorien zu diesem Thema wird 
von 'neutralen', also wirkungslosen, Mutationen ausgegangen (328). Es gibt aber auch eine 
Reihe von Beispielen, nach denen eine zweite Kopie eines oder mehrerer Gene im 
bakteriellen Genom, die Fitness des Organismus erhöht. Der Mechanismus dahinter ist aber 
nur wenig verstanden (328). Es wird vermutet, dass eine erhöhte Genzahl auch zu einer 
erhöhten Kopienzahl der Genprodukte führt und somit die designierte Funktion mit höherer 
Effektivität ausführen kann (329–331). Ein anderes Konzept geht von einer fortlaufenden 
Evolution eines der beiden Kopien aus, um eine Adaptation an unterschiedliche 
Gegebenheiten und Umwelteinflüsse zu ermöglichen (332,333). Letzteres muss auch unter 
dem Aspekt betrachtet werden, dass das die Verdopplung eines Gens in einem Chromosom 
nicht die Folge von internen Duplikationen sein muss, sondern auch das Resultat von zwei 
horizontalen Gentransfers durch verwandte oder nicht verwandte Spezies sein kann und 
dadurch von vorneherein andere Funktionen ausführen können (334). Es ist durchaus 
möglich, dass die gefundenen Gencluster mit vermeintlich ähnlicher Funktion, auf eine 
andere Art und Weise reguliert werden und so eine Anpassungsstrategie an veränderliche 
Umwelteinflüsse ermöglicht. Es ist zum Beispiel denkbar, dass ein Gencluster einen 
salzinduzierten Katabolismus von Ectoinen vermittelt, wie für H. elongata beschrieben (128) 
und das andere einen substratinduzierten Katabolismus ermöglicht (15,124).  
 
Es muss angemerkt werden, dass die vermutete Anwesenheit eines zweiten katabolen 
Ectoin/5-Hydroxyectoin-Genclusters in S. meliloti, nicht bestätigt werden konnte (124). Unter 
Beachtung der in dieser Arbeit zugrunde gelegten Kriterien besitzt S. meliloti nur ein eutD-
abhängiges Gencluster für den Ectoin-Katabolismus.  
 Dies, im Zusammenhang mit der Feststellung, dass vor allem in den Untergruppen B 
und R zusätzliche Gene kodiert werden, die in den Genclustern von R. pomeroyi DSS-3, 
S. meliloti und H. elongata nicht gefunden werden können (Abb. 35), sowie weitere in den 
vorherigen Abschnitten erläuterten Beobachtungen, sprechen dafür, dass die evolutionäre 
Entwicklung des katabolen Ectoin/5-Hydroxyectoin-Genclusters noch nicht abgeschlossen 
ist und dass möglicherweise auch Stoffwechselwege für den Katabolismus von Ectoin 









5.3 Analysen zur transkriptionellen Regulation des enuR-uehABC-usp-
eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons von R. pomeroyi DSS-3 
Mikroorganismen, die in der Lage sind Ectoin und 5-Hydroxyectoin zu produzieren, kommen 
sowohl im terrestrischen und marinen, als auch pflanzenassoziierten Habitaten vor (6,7). Die 
gleiche Beobachtung konnte im Rahmen dieser Arbeit für potentielle 
Ectoin/5-Hydroxyectoin-katabolisierende Organismen gemacht werden (Abb. 35). Da diese 
Aminosäurederivate jedoch primär die Funktion einer osmotischen Schutzsubstanz erfüllen, 
liegen sie nicht zu jedem gegebenen Zeitpunkt in einem entsprechenden Habitat vor und 
Mikroorganismen müssen in der Lage sein, ihr metabolisches Programm so umzustellen, 
dass die Verwendung alternativer Nährstoffquellen ermöglicht wird. Für S. meliloti konnte 
bereits gezeigt werden, dass diese Anpassung über die Erhöhung der 
Enzymkonzentrationen der entsprechenden katabolen Gene erfolgt (124).  
 
5.3.1 Nur der Promotor vor uehA ist substratinduzierbar 
In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe von 'Northern Dot Blot'-Analysen die Erhöhung der 
Transkriptmenge bestimmter Gene des katabolen enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-
atf-Operons von R. pomeroyi DSS-3 untersucht (Abb. 11). Dabei konnte festgestellt werden, 
dass die Expressionslevel des enuR-Gens nicht durch die Anwesenheit der Substrate Ectoin 
und 5-Hydroxyectoin moduliert werden kann, obwohl dieses in einem Operon mit dem 
stromabwärts gelegenen uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Gencluster liegt [persönliche 
Kommunikation N. Stöveken; in (15)] (Abb. 2). Eine Reportergenfusion des putativen 
Promotorbereiches vor enuR zeigte ebenfalls keine substratabhängige Induktion der 
Transkription (Abb. 15). Die Expression des enuR-Gens ausgehend von dem davor 
liegenden Promotor und damit verbunden möglicherweise aller stromabwärtsgelegener 
Gene des katabolen Operons, erfolgt auf einem Basallevel unter den getesteten 
Bedingungen (Abb. 15 und 16). Im Gegensatz dazu zeigen alle im 'Dot Blot' getesteten 
katabolen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Gene eine substratabhängige Induktion der Transkription, 
wenn Ectoin oder 5-Hydroxyectoin als Kohlenstoffquelle im Medium vorliegen (Abb. 11). Die 
Analyse der Induktion der Transkription von dem Promotor vor uehA unter induzierenden 
Bedingungen mittels Reportergenfusion zeigte, dass die Expression des uehABC-usp-
eutABCDE-asnC-ssd-atf-Genclusters um das 30-fache (Ectoin) bzw. das 64-fache 
(5-Hydroxyectoin) erhöht wird (Abb. 15). Noch stärker steigt das Expressionslevel von PuehA, 
wenn beide beschriebene Promotoren und das gesamte enuR-Gen auf der 
Reportergenfusion kodiert sind (36-fach bei Wachstum auf Ectoin und 100-fach für 
5-Hydroxyectoin) (Abb. 15). Dies könnte zwei unterschiedliche Ursachen haben; (i) entweder 





Überexpression eines Aktivators des Operons oder (ii) durch die Verkürzung des DNA-
Fragments auf der Reportergenfusion wurden wichtige regulatorische Bereiche entfernt, die 
die vollständige Aktivierung des Promotors verhindern. Das es sich um das Letztere handelt, 
konnte gezeigt werden, indem das untersuchte DNA-Fragment der PuehA-Reportergenfusion 
von 433 bp auf 1000 bp verlängert wurde. Diese Fusion enthält weiterhin kein vollständiges 
enuR-Gen und schließt damit eine regulatorisch Funktion des plasmidbasierten enuR-
Genprodukts aus. Dennoch konnte wieder eine 36-fach Induktion der Transkription bei 
Wachstum auf Ectoin und 100-fache Induktion bei Anwesenheit von 5-Hydroxyectoin 
gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Daraus lässt sich schlussfolgern, dass das DNA-
Fragment vor uehA längeren als 433 bp sein muss, um die vollständige Aktivierung der 
Transkription der stromabwärtsgelegenen Gene zu ermöglichen. 
 
Transkriptionsfaktoren metabolischer Systeme binden meist das Substrat oder das Produkt 
des jeweiligen Stoffwechselweges als Effektor, wodurch die Affinität des Regulatorproteins 
zu dessen DNA-Zielsequenz verändert wird. Nicht selten beruht dies auf Effekten der 
Allosterie und ermöglicht so eine schnelle Antwort auf Umweltreize. Allosterie ist als Prozess 
definiert, bei dem die Aktivität eines Proteins durch einen Effektor beeinflusst wird, der 
außerhalb des eigentlichen aktiven Teils des Proteins, z. B. außerhalb der DNA-
Bindedomäne, bindet (335). Die Induktion der Transkription ausgehend von dem Promotor 
vor uehA erfolgt sowohl bei Anwesenheit von Ectoin als auch 5-Hydroxyectoin im jeweiligen 
Wachstumsmedium. Dennoch ist die Aktivierung durch 5-Hydroxyectoin etwa 2,5-mal so 
stark, wie die durch Ectoin. Eine solche ungleiche Abhängigkeit von zwei verschiedenen 
Effektormolekülen, wurde zuvor bereits für den LysR-Typ Regulator, BenM, aus 
Acinetobacter baylyi beschrieben. Der Transkriptionsaktivator BenM ist verantwortlich für 
den Katabolismus verschiedener aromatischer Verbindungen und erhöht die Transkription 
der entsprechnden Gene bei Anwesenheit von sowohl Muconat als auch Benzoat. Dabei ist 
die Aktivierung durch Muconat größer, als die durch Benzoat. Da beide Substrate in 
verschiedenen Bindetaschen im Regulatorprotein gebunden werden, konnte zusätzlich ein 
synergetischer Effekt auf die Aktivierung der Transkription beobachtet werden, wenn beide 
Substrate gleichzeitig im Medium vorlagen (336,337).  
 
5.3.2 Der Einfluss von EnuR auf PuehA 
Die nicht substratinduzierbare Co-Transkription des enuR-Gens mit den Genen der 
Ectoin/5-Hydroxyectoin-Aufnahme und des Katabolismus in einem Operon (15) und die 
Tatsche, dass 456 der untersuchten 539 katabolen (5-Hydroxy-)Ectoin-Gencluster für einen 





vermuten. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine chromosomale 
Deletion des enuR-Gens keinen Einfluss auf das Wachstum von R. pomeroyi DSS-3 mit 
sowohl Ectoin als auch 5-Hydroxyectoin als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle hat 
(Abb. 12 C). Die anschließenden Reportergenanalysen identifizierten EnuR als Repressor 
für den Promotor vor uehA, wenn die Substrate nicht im Medium vorliegen, da eine Deletion 
des enuR-Gens zu einer konstitutiven Aktivität des PuehA führte (Abb. 18). Gleichermaßen 
konnte aber auch ein Rückgang der Induktion der Transkription ausgehend von PuehA um 
etwa die Hälfte im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden, wenn Ectoin oder 
5-Hydroxyectoin im Wachstumsmedium vorlagen (Abb. 18). Dies deutet auf eine Funktion 
von EnuR sowohl als Repressor unter nicht-induzierenden Bedingungen, als auch als 
Aktivator bei Substratanwesenheit hin. In bakteriellen Systemen sind solche 
Repressor/Aktivator-Transkriptionsregulatoren, die sich eines so genannten "Lichtschalter"-
Mechanismus (338) bedienen, bereits beschrieben und verschiedene Mechanismen 
bekannt. Diese Art der Regulation kann zum Beispiel konzentrationsabhängig erfolgen. Der 
sporulationsspezifische Transkriptionsfaktor GerE aus B. subtilis aktiviert, wenn dieser in 
niedrigen Konzentrationen vorhanden ist, die Expression von cotD, wirkt aber als Repressor 
auf das gleiche Gen, wenn die zelluläre Konzentration von GerE über einen bestimmten 
Schwellenwert steigt (339). Diese Art des "Lichtschalter"-Mechanismus ist für EnuR 
auszuschließen, da die Expression des PenuR nicht induzierbar ist (Abb. 11 und 15) und die 
Konzentration von EnuR in der Zelle daher vermutlich nur minimal schwanken wird. Die 
zweite bekannte Form des Repressor-Aktivator-Schalters beruht auf der Wahrnehmung 
eines bestimmten Signals/Umweltreizes durch einen Repressor, was zu einer spezifischen 
strukturellen Veränderung der Signalausgabedomäne führt. Diese induziert dann nicht nur 
die Derepression des Gens oder Genclusters, sondern auch dessen Aktivierung durch eine 
Veränderung der DNA-Topologie (340–342). Der CueR-Regulator aus E. coli ist 
verantwortlich für die Metall-Homöostase und bindet kleine metallische Liganden als 
Cofaktoren. Die Aktivierung und Repression der Gene ausgehend von der gleichen DNA-
Bindestelle erfolgt dabei über die Veränderung der lokalen DNA-Struktur innerhalb des 
Promotors. Im reprimierten Zustand wird die DNA so gebogen, dass eine Interaktion mit der 
RNA-Polymerase nicht möglich ist. Durch die allosterische Bindung des Liganden geht 
CueR in die Aktivatorkonformation über, ohne jedoch die DNA-Bindestelle zu verlassen. Die 
DNA wird in die A-Form gezwungen und begünstigt so die Interaktion und Bildung des 
offenen Komplexes mit der RNA-Polymerase (342). Die Veränderung der DNA-Topologie 
durch die Konformationsänderung eines Transkriptionsfaktors ist auch für die Regulation des 
katabolen Arabinose-Operons in E. coli durch den Regulator AraC bekannt (338). Alle bisher 
untersuchten MocR/GabR-Typ Transkriptionsregulatoren sind Aktivatoren für ihre in cis-





EnuR ist der erste beschriebene Repressor seiner Gruppe und bedient sich möglicherweise 
des "Lichtschalter"-Mechanismus um die Transkription des katabolen 
5-Hydroxyectoin/Ectoin-Operons ebenfalls zu aktivieren.  
 
5.3.3 Das Regulatorptotein EnuR 
Ein in silico Model des Regulatorproteins EnuR klassifiziert diesen auf Grund seiner 
N-terminalen winged-helix-turn-helix (wHTH) DNA-Bindedomäne der GntR-Superfamilie der 
Transkriptionsregulatoren zugehörig (126,212). Die etwa 350 Aminosäure-lange C-terminale 
Domäne weist eine Faltung gleich der, der Aminotransferasen der Klasse I auf, und 
ermöglicht daher die Einordnung von EnuR in die MocR/GabR-Untergruppe der GntR-
Transkriptionsregulatoren (126,219,222,228,345). Wie auch in vielen anderen MocR-Typ 
Regulatoren auch sind die Aminosäuren für die Koordinierung des Pyridoxal-5'-Phosphat-
Cofaktors in diesem Vertreter der Untergruppe konserviert (219,222) (Abb. A9). Darunter 
befindet sich auch, das, für PLP-bindende Enzyme charakteristische, Lysin (Lys-302), 
welches die kovalente Bindung des Cofaktors über die Bildung einer internen Schiff'schen 
Base ermöglicht (Abb. 37). Die heterologe Überproduktion in E. coli und die 
chromatographische Reinigung des Wildtyp-EnuR führte zu einer gelben Proteinlösung 
(Abb. 20). Hierbei handelt es sich um ein Charakteristikum von PLP-bindenden Proteinen 
(281), da der Cofaktor eine chromophore Verbindung darstellt und elektromagnetische 
Strahlung absorbiert. Durch UV/Vis-Spektroskopie konnten die typischen 
Absorptionsbanden des PLP bei 330 und 420 nm (282) nachgewiesen werden. PLP-
bindende Proteine absorbieren daher Licht im sichtbaren Bereich (420 nm; violett) und 
erscheinen dem menschlichen Auge gelb. Über die gerichtete Mutagenese des Lysins-302 
zu einem Histidin, wurde die primäre ε-Aminogruppe des Lysins eliminiert und somit auch 
die Möglichkeit PLP kovalent zu binden, verhindert. Eine chromatographische Reinigung des 
mutierten Proteins (EnuR*) führte zu einer farblosen Proteinlösung (Abb. 20). Im UV/Vis-
Spektrum waren die charakteristischen PLP-Absorptionsmaxima nicht mehr nachweisbar. 
Die massenspektrometrischen Untersuchungen von EnuR und EnuR* konnten die Bindung 
der prosthetische Gruppe im Wildtypprotein und dessen Verlust in der Lys-302/His-Mutante 
ebenfalls eindeutig nachweisen (Abb. 21 und 22). Dass der Verlust des Cofaktors nicht 
einfach auf einen Verlust der korrekten Proteinfaltung zurückzuführen ist, wurde mittels CD-
Spektroskopie und Größenausschlußchromatographie untersucht. Das in silico Model von 
EnuR zeigt eine aus α-Helices aufgebaute Sekundärstruktur, die nur von wenigen kurzen β-
Faltblättern unterbrochen wird (Abb. 19). Auch Aminotransferasen der Klasse I, wie LysN 
aus T- thermophilus (PDB ID: 2EGY) oder  AspC aus E. coli (PDB ID: 1ART) bestehen 





bestätigen dies. Die Peptidketten liegen vollständig gefaltet vor und besitzen keine 
unstrukturierten Domänen. Die Absorptionsminima 208 und 222 nm weisen auf eine größere 
Anzahl α-Helices als β-Faltblätter hin. Alle bisher untersuchten MocR/GabR-Typ 
Transkriptionsregulatoren weisen eine dimere Quarternärstruktur auf, die aus Homodimeren 
gebildet wird (224,226,229,231). Größenausschlusschromatographie-Analysen konnten dies 
auch für EnuR und die Lys-302/His-Mutante EnuR* bestätigen. Die Bindung des PLP-
Cofaktors beeinflusst daher weder die Faltung des Proteins, noch dessen Fähigkeit zur 
Ausbildung von Homodimeren (Abb. 24). Dies entspricht den Beobachtungen, die zuvor für 
GabR aus B. subtilis gemacht wurden. Diesen Studien entsprechend, ist die korrekte 
Faltung der C-terminalen Aminotransferasedomäne abhängig von der N-terminale wHTH-
Domäne, nicht aber von dem Cofaktor PLP (229,231).  
 
In Untersuchungen der Funktion von EnuR* in vivo  konnte gezeigt werden, dass dieser die 
Aktivität des Promotors vor uehA sowohl bei Wachstum auf Ectoin, als auch auf 
5-Hydroxyectoin auf ein Basalniveau senkt und nur eine sehr reduzierte Transkription der 
stromabwärtsliegenden Gene mehr erfolgt. Die prosthetische Gruppe des EnuR-
Transkriptionsregulators ist somit essentiell für die Derepression der katabolen 
Ectoin/5-Hydroxyectoin-Gene unter induzierenden Bedingung. Der Verlust des Cofaktors 
führt interessanter Weise zu einer konstitutiven Repression des Promotors vor uehA (Abb. 
29). Diese Beobachtung wurde durch eine in vitro  DNA-Protein-Interaktionsstudie bestätigt. 
EnuR bindet ein DNA-Fragment vor uehA mit nur halb so hoher Affinität, wie sein PLP-freies 
Gegenstück EnuR* (Abb. 27). Der Verlust des Cofaktors verhindert also nicht die Bindung 
des Repressors an seine spezifische Operatorsequenz stromaufwärts von uehA, beeinflusst 
aber die Affinität der beiden Interaktionspartner zueinander (Abb. 27). EnuR* stellt daher 
eine Art Superrepressor dar, welcher durch die Abwesenheit der prosthetischen Gruppe mit 
hoher Affinität an seine Ziel-DNA bindet, sich von dieser aber nicht mehr lösen kann, da die 
Bindung des Induktors nicht mehr möglich ist (Abb. 25 und 29). Die Repression der 
Transkription von PuehA durch EnuR* ist so stark, dass auch die aktivierenden Effekte durch 
AsnC und NtrX keinen Einfluss mehr nehmen können (Abb.29). 
 
Der MocR-Typ Regulators GabR aus B. subtilis bildet ein 'domain-swap' Homodimer 
(Abb. 7). Die Bindungsenergie zwischen den beiden Aminotransferasedomänen ist dabei 
sehr hoch und deutet auf eine hohe Stabilität dieser Interaktion hin. Im Gegensatz dazu ist 
die Bindungsenergie zwischen der wHTH-Domäne des einen Monomers und der 
Aminotransferasedomäne der zweiten monomeren Untereinheit gering. Es wird davon 
ausgegangen, dass die  quarternäre Struktur von GabR in Folge der Ligandenbindung 





stabilen Aminotransferase-Dimer, begünstigt so die DNA-Bindung durch GabR an dessen 
spezifische Operatorsequenzen. Während das DNA-Bindemotiv von GabR bereits bekannt 
ist (227), konnte die putativen DNA-Bindestellen für EnuR-Typ Transkriptionsregulatoren 
ausschließlich im Rahmen von bioinformatischen Analysen ermittelt werden (345) (Abb. 36 
A). Ein Sequenzvergleich der 233 bp stromaufwärts des uehA-Gens, in welchen EnuR 
entsprechend der Interaktionsstudien (Abb. 27) bindet, ergab, dass in R. pomeroyi DSS-3 
ähnliche, wenn auch nicht vollständig konservierte, 'inverted repeats' existieren (Abb. 36 B). 
Im Gegensatz zu der Hypothese von Suvorova et al. (2016) folgen diese jedoch nicht 
unmittelbar aufeinander, sondern sind durch 16 bp getrennt. Dies entspricht einer Steigung 
von 1,5 Helices. In Verbindung mit der putativ flexiblen DNA-Bindedomäne von MocR/GabR-
Typ Transkriptionsregulatoren ist dies möglicherweise ein Hinweis darauf, dass die Bindung 
des Transkriptionsfaktors nur durch eine lokale Veränderung der DNA-Krümmung möglich 
ist. Dabei handelt es sich um eine Beobachtung, die zuvor auch schon für GabR 
beschrieben wurde (346). 
 
 
Abbildung 36: Die putative DNA-Bindesequenz von EnuR 
(A) Dargestellt ist die bioinformatisch ermittelte DNA-Bindesequenz für EnuR-Typ Proteine, welche 
von Suvorova et al. (2016) ermittelt wurde (345). (B) In der schematischen Darstellung der ersten 
Gene des katabolen Ectoin-Operons wurde die Sequenz des intergenen Bereiches zwischen enuR 
und uehA hervorgehoben. Innerhalb dieser Sequenz wurden die Konsensussequenzen der  putativen 
DNA-Bindemotive rot markiert. 
 
5.3.4 Analysen zum internen Induktor des EnuR-Transkriptionsfaktors 
Unter den MocR/GabR-Typ Transkriptionsregulatoren ist der Aktivator der katabolen 









GabR konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Anwesenheit des Cofaktors, sondern auch 
die des Substrats des Stoffwechselwegs (GABA) essentiell für die Aktivierung des gabTD-
Operons sind (227,230). Wie in funktionellen Aminotransferase-Enzymen auch, wird sich die 
Fähigkeit des PLP zu Nutze gemacht, über dessen Aldehydgruppe primäre Aminogruppen 
zu binden (286,287) (Abb. 19 B und 37). Die Ausbildung eines externen Aldimins zwischen 
der Aminosäure GABA und dem PLP-Molekül bewirkt vermutlich eine Verschiebung der 
wHTH-Domänen des Dimers zu einander und so eine Veränderung der DNA-
Bindungsaffinität (227,229,231). 
 Analog zu der beschriebenen Ligandenbindung in GabR, konnte in dieser Arbeit 
gezeigt werden, dass der Transkriptionsregulator EnuR ebenfalls ein Aminosäurederivat mit 
einer primären Aminogruppe bindet (Abb. 25 und 30). Nα-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat ist 
das Produkt der Ectoinhydrolyse durch EutD (Abb. 3) und das einzige 
stoffwechselwegspezifische Intermediat der Reaktionskaskade durch EutDE-Atf-Ssd. 
Nα-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat bindet in vitro mit einer hohen, spezifischen Affinität von 
1,73 (+/- 0,73) μM an EnuR. Das Nγ-Isomer dieses Aminosäurederivats und die 
Ausgangsstoffe des Stoffwechselwegs Ectoin und 5-Hydroxyectoin, zeigten keine 
Bindeaffinität gegenüber dem Transkriptionsfaktor (Abb. A4). Die chromosomale Deletion 
von eutD in R. pomeroyi DSS-3 verhindert, dass α-ADABA in der Zelle gebildet wird. Eine 
Analyse der Aktivität des Promotors vor uehA in diesem genomischen Hintergrund zeigte, 
dass diese um das 2,5-fache im Gegensatz zum Wildtyp vermindert wird, wenn Ectoin als 
Substrat im Medium vorliegt (Abb. 30). Die Stärke der Transkription ausgehend von PuehA 
wird in diesem genomischen Kontext jedoch nicht beeinflusst, wenn 5-Hydroxyectoin im 
Medium vorliegt (Abb. 30). Da EutD aber das Schlüsselenzym des Katabolismus beider 
Substrate ist, führt eine Deletion des entsprechenden Gens nicht nur zu einem Verlust des 
Wachstum auf Ectoin, sondern auch auf 5-Hydroxyectoin (Abb. 12 D). Interessanter Weise 
zeigte eine genomische Deletion der 5-Hydroxyectoin-spezifischen eutABC-Gene ein 
umgekehrtes Expressionsmuster (Abb. 31). In diesem Fall ging die Transkription ausgehend 
von PuehA deutlich zurück auf etwa 10 % des Ausgangswertes im Wildtyp, wenn diesem 
Stamm 5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle zur Verfügung gestellt wurde. 
Die Anwesenheit von Ectoin hatte keinen Einfluss auf die Aktivität des Promotors (Abb. 31). 
Diesen Ergebnissen zu folge wird die Transkription des Promotors vor uehA maßgeblich von 
dem PLP-abhängigen Transkriptionsfaktor EnuR beeinflusst, dieser scheint aber von zwei 
verschiedenen internen Induktoren abhängig zu sein. Die Bindung von α-ADABA an EnuR 
wurde bereits in vitro  gezeigt und hat auch in vivo  einen Effekt auf die Transkription des 
Operons, wenn Ectoin als Substrat genutzt wird. Der interne Induktor, der für die Induktion 





die Enzyme EutA, EutB und/oder EutC gebildet (Abb. 3 und 31). Dessen chemische Identität 
ist bisher unbekannt. 
 
Die transkriptionelle Aktivierung von katabolen Genclustern durch die Bindung von 
Intermediaten des entsprechenden Stoffwechselwegs an Transkriptionsregulatoren, erlaubt 
nicht nur eine schnelle Antwort auf die Anwesenheit bestimmter Nährstoffe im Medium, 
sondern auch die Integration von Signalen der folgenden metabolen Prozesse, welche meist 
in verschiedenen Geschwindigkeiten und mit Zeitverzögerungen im Vergleich zur initialen 
Substrataufnahme, auftreten (347). Die Voraussetzung für die Funktionsweise dieses 
Mechanismus ist ein konstitutiv exprimierter Transkriptionsfaktor, welcher durch ein 
Stoffwechselintermediat aktiviert erden kann und die basale Aktivität von Transportern und 
Enzymen, um die Nährstoffanwesenheit zu signalisieren (348,349). Dieser Prozess erlaubt 
die dynamische Anpassung der Transkription der katabolen Gene an die tatsächliche 
Geschwindigkeit mit der das Substrat abgebaut wird. Der geschwindigkeitsbestimmende 
Reaktionsschritt wird grundsätzlich von jenem Enzym ausgeführt, das das signalgebende 
Intermediat abbaut, sodass eine verstärkte Akkumulation des Signalmoleküls eine verstärkte 
Transkription der katabolen Gene bewirkt (349,350). Dieser Mechanismus stellt eine 
rückkoppelnde Signalübermittlung dar, welche es dem Organismus erlaubt, die Expression 
der Gene an den tatsächlichen Bedarf an aktiven Enzymen anzupassen, anstatt nur auf die 
reine Präsenz der Nahrungsquelle anzusprechen (350,351). Wie dieses signalgebende 
Intermediat gebildet wird, ist abhängig von den Anforderungen, die an das Signalmolekül 
gestellt werden und von den vorhandenen Stoffwechselenzymen. So ist zum Beispiel der 
Induktor des lac-Operons die Allolactose, welches ein Nebenprodukt der β-Galaktosidase-
Reaktion ist und unabhängig vom eigentlichen Stoffwechselweg gebildet wird (352). Das 
hut-Operon hingegen ist in verschiedenen Bakterien verantwortlich für die Verwendung von 
Histidin als Nährstoff und erfährt transkriptionelle Aktivierung als Folge der Bindung von 
Urocanat, ein Intermediat des Stoffwechselwegs, an den Transkriptionsfaktor HutP (353). 
Die Induktion der Transkription ausgehend von PuehA, wenn Ectoin im Medium vorhanden ist, 
erfolgt also über die Bildung eines Induktors (α-ADABA), welcher ein direktes Intermediat 
des Stoffwechselwegs ist (Abb. 3). Ein Mechanismus, der dem des oben beschriebenen hut-
Operons entspricht (353). In dem vorliegenden Stoffwechselweg, ist nach dem 
beschriebenen Modell, EutE das geschwindigkeitsbestimmende Enzym. Bei einer basalen 
Transkription der Gene liegen zu wenige EutE-Enzyme in der Zelle vor um den 
Katabolismus schnell genug ablaufen zu lassen. Die daraus resultierende Erhöhung der 
zellulären Konzentration von α-ADABA, bewirkt dessen Bindung an EnuR über die 
Ausbildung einer Schiff'schen Base mit dem in der Effektorbindedomäne enthaltenen PLP 





Reaktion vermutlich eine Konformationsänderung in der N-terminalen DNA-Bindedomäne 
von EnuR bewirkt und die damit verbundene Derepression und Aktivierung der Transkription 
der Transporter- und Katabolismusgene ausgelöst wird. Wenn kein Ectoin mehr 
aufgenommen wird und damit die intrazelluläre Konzentration an α-ADABA unter einen 
bestimmten Grenzwert fällt, wird die reversible externe Aldiminbindung gelöst und wieder 
durch das interne Schiff'sche Base ersetzt. EnuR geht in seine ursprüngliche Konformation 
über und reprimiert die Transkription der katabolen Gene.  
 Es lässt sich dennoch nicht ausschließen, dass das Reaktionsprodukt der 
Deacetylierung von α-ADABA durch EutE, L-2,4-Diaminobutyrat ein Induktor von EnuR sein 
könnte. Diese Verbindung besitzt ebenfalls primäre Aminogruppen, die durch PLP gebunden 
werden könnten (Abb. 3). Dennoch kommt L-2,4-Diaminobutyrat auch häufig als Intermediat 
im allgemeinen Aminosäurestoffwechsel von Bakterien vor (Tab. 1) und könnte so zu einer 
EnuR-abhängigen Induktion der Transkription von PuehA führen, obwohl die Substrate Ectoin 
und 5-Hydroxyectoin nicht im Medium vorliegen.  
 
 
Abbildung 37: Bindung von α-ADABA durch den Pyridoxal-5'-Phosphat-Cofaktor des EnuR-
Transkriptionsregulator 
Dargestellt ist die Ausbildung der internen und der externen Schiff'schen Base durch die chemische 
Reaktion zwischen einer primären Aminogruppe und der Aldehydgruppe des PLP. Für die Formation 
der internen Schiff'schen Base reagiert die ε-Aminogruppe (blau) des Lys-302 in der E-/O-Domäne 
von EnuR mit der CHO-Gruppe des PLP. Die primäre Aminogruppe (rot) des internen Induktors, 
α-ADABA ersetzt bei Bindung in der Effektorbindedomäne die Lysin-Seitenkette, welche nun als freier 
Aminosäurerest in der Aminotransferasedomäne vorliegt. Der Komplex aus PLP und α-ADABA 





Die Aktivierung der Transkription durch das Substrat 5-Hydroxyectoin hingegen scheint dem 
beschriebenen Mechanismus des lac-Operons ähnlich zu sein (352). Da die Derepression 
des Promotors eindeutig von EnuR und innerhalb dessen von dem gebundenen PLP 
abhängig ist (Abb. 29), muss der gebildete Induktor eine primäre Aminogruppe besitzen, die 
die Ausbildung eines externen Aldimins erlaubt (286,287) (Abb. 37). Die Bildung des 
Induktors ist von den Enzymen EutA, EutB und/oder EutC abhängig (Abb. 31). In dem 
postulierten Stoffwechselweg für 5-Hydroxyectoin in R. pomeroyi DSS-3 (15) sind jedoch 
ausschließlich heterocyclische 5-Hydroxyectoin-Derivate als Intermediate aufgezeigt, welche 
folglich auch nur sekundäre Aminogruppen enthalten (Abb. 3). Der gebildete Induktor ist 
daher möglicherweise ein Nebenprodukt eines der Enzymreaktionen von EutABC.  
 
 
Abbildung 38: Putative Hydrolyse von 5-Hydroxyectoin durch die Ornithin-Cyclodeaminase 
EutC und spontane Umlagerung 
Dargestellt ist eine mögliche enzymatische Reaktion von EutC, welches zur Hydrolyse des 5-
Hydroxyectoinrings unter Anlagerung einer Aminogruppe führt. Der Ausgangsstoff und die möglichen 
Produkte sind namentlich bezeichnet. 
 
EutC ist als putative Ornithin-Deaminase annotiert. Ein Enzym das klassischer Weise die 
Bildung von Prolin aus Ornithin unter Abspaltung eines Ammoniumions katalysiert (354). In 
Corynebacterium glutamicum konnte gezeigt werden, dass dieses Enzym auch die 
entsprechende Rückreaktion katalysieren und so aus Prolin Ornithin gebildet werden kann 
(355). Wird das gleiche Reaktionsprinzip hypothetisch auf 5-Hydroxyectoin angewandt, 





Verbindungen (Nα-Acetimid-2,4-Diamino-3-Hydroxybutyrat und Nγ-Acetimid-2,4-Diamino-3-
Hydroxybutyrat) entstehen (Abb. 38), welche mittels der primären Aminogruppen durch PLP 
gebunden werden könnte und so die Transkription des Promotors vor uehA beeinflussen 
könnten (Abb. 31). Aus thermodynamischen Gründen wäre es außerdem möglich, dass sich 
die gebildeten Intermediate spontan zu Nα-Acetyl-2,4-Diamino-3-Hydroxybutyrat und Nγ-
Acetyl-2,4-Diamino-3-Hydroxybutyrat umlagert (Abb. 38). In einem Thermophorese-
experiment konnte keine Bindeaffinität zwischen EnuR und Nγ-Acetyl-2,4-Diamino-3-
Hydroxybutyrat nachgewiesen werden (Abb. A4 D). Dies schließt jedoch keines der anderen 
drei Moleküle als potentielle interne Induktoren für EnuR aus. Auch ist es nicht 
auszuschließen, dass das EutA- oder EutB-Enzym heteroaliphatische Verbindungen als 
Nebenprodukt bilden können. Ob und welches dieser Enzyme für die Bildung des internen 
Induktors verantwortlich ist, könnte durch chromosomale Deletionen der einzelnen Gene des 
EutABC-Genclusters nachgewiesen werden. 
 
Die enzymatischen Aminotransferasen der Klasse I sind im Allgemeinen als Dimere aktiv, in 
denen jede Untereinheit ein Molekül PLP bindet (220). Mit Hilfe dieser prosthetischen 
Gruppe transferieren sie die primäre Aminogruppe einer Aminosäure auf die Ketogruppe 
einer Ketosäure (221). Die E-O-Domäne von GabR besitzt alle konservierten Aminosäuren, 
die für die Koordination eines PLP-Cofaktors notwendig sind. GabR ist in der Lage eine 
Halbreaktion des Transaminierungszyklus zwischen PLP und GABA auszuführen. Um eine 
vollständige Transaminierungsreaktion, wie bei Aminotransferasen bekannt, durchzuführen, 
müsste GabR in der Lage sein, eine entsprechende Ketosäure zu binden. Die 
Substratspezifität von Aminotransferasen der Klasse I wird durch zwei, im aktiven Zentrum 
lokalisierte, Argininreste determiniert (232–234). GabR besitzt einen dieser konservierten 
Argininreste, welcher die Bindung von GABA ermöglicht, nicht jedoch das zweite, welches α-
Ketoglutarat oder ein anderes Substrat der Transaminierung stabilisieren könnte und kann 
daher keine vollständige Aminotransferasereaktion ausführen (229–231). Ein 
Aminosäuresequenzvergleich von EnuR aus R. pomeroyi DSS-3 und der 
Aspartataminotransferase (AspC) aus E. coli zeigt die Konservierung eines Argininrestes 
(Arg386 des E. coli-Enzyms) aber nicht des zweiten Arginins (Arg292) (233,356) (Daten 
nicht gezeigt). Daher ist auch für EnuR die Ausführung eines vollständigen Reaktionszyklus, 








5.3.5 Der Transkriptionsfaktor AsnC 
Die Lrp/AsnC-Familie von transkriptionellen Regulatoren ist im Reich der Bakterien und dem 
der Archaeen weit verbreitet und meist in den Metabolismus von Aminosäuren und deren 
Derivaten involviert (131). So ist es nicht verwunderlich, dass der AsnC-Typ Regulator, 
welcher in dem enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operon von R. pomeroyi DSS-3 
kodiert wird, ebenfalls in den Katabolismus der Aminosäurederivate Ectoin und 
5-Hydroxyectoin integriert ist. Der beschriebene Typ Transkriptionsregulator kann sowohl 
aktivierende als auch reprimierende Funktionen ausführen. In Pyrococcus furiosus 
verhindert LrpA die Transkription durch das Blockieren des Transkriptionsstarts (357). In 
Methanocaldococcus jannaschii dagegen bindet Ptr2 stromaufwärts der TATA-Box und 
aktiviert die Transkription der entsprechenden Gene durch die Rekrutierung weiterer 
Transkriptionsaktivatoren (358). In R. pomeroyi DSS-3 wirkt AsnC ebenfalls als 
Transkriptionsaktivator auf den Promotor vor uehA (Abb. 32). Die funktionelle Einheit dieser 
Regulatoren entsteht erst durch Oligomerisierung zu Dimeren, Tetrameren, Octameren oder 
auch Hexadecameren (238–243), welche dann an ihren Zielpromotor binden. Die bisher 
beschriebenen Promotoren weisen meist mehrere DNA-Bindestellen auf, die aber selten 
über offensichtliche Symmetrien verfügen. Jedes Homodimer innerhalb des gesamten 
Oligomers bindet dabei kooperativ eine Erkennungssequenz von etwa 13 - 25 bp Länge 
(132,359). Je mehr Dimere in einem vollständig assemblierten AsnC-Regulator vorhanden 
sind, desto mehr Erkennungssequenzen sind notwendig. Die tatsächlichen Binderegionen 
sind durch Linker getrennt, die in ihrer Länge zwischen 7 und 18 bp variieren (359). Die 
globuläre Struktur dieser Regulatorklasse verlangt, dass die Promotor-DNA in einer Histon-
ähnlichen Art und Weise um das Lrp/AsnC-Protein gewickelt wird (241). Die Länge der 
involvierten DNA-Sequenz variiert folglich stark, abhängig von der Anzahl der Dimere im 
Protein, der Länge der DNA-Erkennungssequenz und dem Linker zwischen diesen. Welchen 
oligomeren Zustand das AsnC-Protein aus R. pomeroyi DSS-3 einnimmt ist nicht 
vorhersagbar. Es lässt sich aber vermuten, dass die unvollständige Aktivierung des 
Promotors in jener lacZ-Fusion, die nur 433 bp stromaufwärts von uehA umfasste (auf 
pBAS21) im Gegensatz zu jener die 980 bp umspannte (auf pBAS47) (Abb. 39), durch einen 
Verlust eines Teil der AsnC-bindenden DNA-Sequenz hervorgerufen wird (Abb. 15). Es 
währe daher zu erwarten, dass der oligomere Zustand des Proteins aus mehreren Dimeren 
gebildet wird. Vertreter dieser Regulatorfamilie binden eine Reihe von Aminosäure-
Effektoren, wie L-Leucine, L-Glutamine, L-Alanine, L-Tyrosine, L- Tryptophane, oder 
L-Aspartate, die die entsprechende regulatorische Funktion beeinflussen (241,246,247). 
Auch über die Art des Effektors von dem hier beschriebenen AsnC lässt sich nur 
spekulieren. Eine chromosomale Deletion von ssd und atf, führte zu keinem signifikanten 





Reaktionsprodukte beider Enzyme, Aspartat-β-Semialdehyd und L-Aspartat, mit hoher 
Wahrscheinlichkeit als Co-Aktivatoren ausgeschlossen werden. Nicht zu letzt auch, weil 
diese in hoher Abundanz im bakteriellen Stoffwechsel vorkommen (Tab. 1) und so zu keiner 
spezifischen Aktivierung der Transkription ausgehend von PuehA durch AsnC führen würden. 
Weitere Möglichkeiten für Co-Aktivatoren stellen die Induktoren, die auch von EnuR 
gebunden werden, oder L-2,4-Diaminobutyrat, das Produkt der EutE-Reaktion, dar (Abb. 3). 
 
 
Abbildung 39: Genetische Organisation der 5'-Region des katabolen Ectoin-Operons und die 
Ableitung der lacZ-Fusionen für die Reportergenanalysen 
Dargestellt ist die schematische Organisation der  5'-Region des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-
asnC-ssd-atf-Operons. Die zwei putativen Promotoren sind als gebogene Pfeile dargestellt. Die 
Abgrenzungen für die Reportgenfusionen sind mit gestrichelten Linien markiert. Die Bezeichnung des 
aus der Fusion resultierenden Plasmids ist angegeben. 
 
5.3.6 Das NtrXY-Zweikomponentensystem 
Die Rolle des NtrXY-Zweikomponentensystems in der Stickstoffkontrolle bakterieller Zellen 
scheint vielfältig. So konnte für A. caulinodans, A. brasilense, S. meliloti und Brucella-
Spezies gezeigt werden, dass dieses in die Verwendung alternativer Stickstoffquellen, 
symbiotische Knöllchenbildung, die Antwort auf Sauerstoffmangel und das Überleben im 
Wirtsorganismus involviert ist (18,266,267). In vielen bakteriellen Spezies befindet sich 
stromaufwärts des ntrXY-Operons ein weiteres Operon der generellen Stickstoffkontrolle. 
Dieses nifR3-ntrBC-Operon ist eines der Hauptkomponenten der allgemeinen 
Stickstoffkontrolle und sichert das Überleben unter Stickstoffmangel (253,264,360). Auch in 
dem marinen Bakterium R. pomeroyi DSS-3 befindet sich stromaufwärts des ntrXY-Operons 
das homologe nifR3ntrBC-Operon. Im Gegensatz zu anderen Organismen (19), überlappen 








Berechnungen des TOPCONS-Servers (291) zu folge vier membranspannende Domänen. 
Dies resultiert in zwei extrazellulären Proteinabschnitten (Abb. A12). Besonders auffällig ist 
dabei, dass die zweite dieser extrazellulären Schleifen, etwa 200 bp umfasst. Somit liegt die 
Vermutung nahe, dass NtrY extrazelluläre Signale misst, während sein Homolog NtrB ein 
ausschließlich cytoplasmatisches Protein ist (361) und daher nur Signale aus dem 
Zellinneren verarbeiten kann. Eine chromosomale Deletion des ntrXY-
Zweikomponentensystems führte in R. pomeroyi DSS-3 zu einem vollständigen Verlust des 
Wachstums auf beiden Ectoinen als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle. Die 
Verwendung von Glucose als Kohlenstoffquelle und der Zusatz diverser alternativer 
Stickstoffquellen, wie Cholin und γ-Crotonobetain, führte in jedem Fall zu einem zeitlich stark 
verzögerten Wachstum (Abb. 13). Der letztendliche Wachstumsertrag wurde jedoch nicht 
beeinflusst. In früheren Studien wurde bereits gezeigt, das sowohl eine Mutation im ntrX-
Gen als auch eine Mutation des homologen ntrC-Gens zu einem verzögerten Wachstum auf 
alternativen Stickstoffquellen führt (18). Dass es zu keinem vollständigen Verlust des 
Wachstums kommt, liegt an der gegenseitigen Beeinflussung der ntrBC- und des ntrXY-
Systeme (360). Eine Ausnahme bildete interessanterweise die Verwendung von Ectoin oder 
5-Hydroxyectoin als Stickstoffquelle. Das Wachstum war nicht nur stark verzögert, sondern 
erreichte auch nach 69 Stunden nur etwa 1/4 bis 1/5 des Wachstumsertrages des Wildtyps. 
Dies deutet auf auf eine essentielle Rolle des NtrXY-Zweikomponentensystems für die 
Transkriptionskontrolle des katabolen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Operons hin. Tatsächlich 
zeigte sich die Aktivierung der Transkription ausgehend von PuehA als im gleichen Maß stark 
eingeschränkt, wie auch nach dem Verlust des AsnC-Regulators (Abb. 32 und 33, Tab. A1). 
Der Verlust der Aktivierung kann auf zwei Wegen erklärt werden: a) Der Antwortregulator 
NtrX interagiert direkt mit dem PuehA und bewirkt als dritter Regulator die Aktivierung der 
Transkription der katabolen Gene oder b) Das NtrXY-Zweikomponentensystem übt eine 
transkriptionelle Kontrolle auf das asnC-Gen des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-
atf-Operon von R. pomeroyi DSS-3 aus. Es konnte bereits in früheren Studien gezeigt 
werden, dass das Ntr-System der generellen Stickstoffkontrolle die Expression von 
Lrp/AsnC-abhängigen Genen beeinflusst (264). Das NtrXY-System kann die Transkription 
einer Vielzahl von Genen und Operons direkt positiv oder negativ regulieren (252), dennoch 
übt es seinen Einfluss in vielen Fällen aber indirekt über das Adapterprotein Nac (Nitrogen 
assimilation control) aus. Nac gehört zu der LysR-Familie von Transkriptionsfaktoren (362) 
und reguliert die Expression von Genen, die in den Stickstoffmetabolismus involviert sind 
(252,363,364). Dabei ist besonders auffällig, dass es sich in E. coli bei etwa 2/3 der 
beeinflussten Gene oder Operons um solche handelt, die für den Transport von alternativen 
Stickstoffquellen aus dem Medium verantwortlich sind (252).  Eine Nac-Nulldeletion führt in 





Wachstum auf Cytosin, schnelleres Wachstum auf Arginin oder die Suppression der 
konstitutiven Ntr-Mutante, die das Wachstum auf Serin als alleinige Stickstoffquelle 
verhindert (364). Dies und die Beobachtung, dass das Nac-Protein das gabDTPC-Operon 
von E. coli (welches, wie in B. subtilis auch, für den Transport und Katabolismus von γ-
Aminobutyrat verantwortlich ist) unter limitierten Stickstoffbedingungen aktiviert (252), spricht 
für eine Beteiligung des Nac-Proteins in den Katabolismus von Ectoin/ 5-Hydroxyectoin in 
R. pomeroyi DSS-3 (Abb. 40). 
 
5.4 Modell der transkriptionellen Kontrolle des Ectoin/5-Hydroxyectoin-
Katabolismus in R. pomeroyi DSS-3 
Die vorliegenden Studien zeigen, dass die Expression des katabolen enuR-uehABC-usp-
eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operon aus R. pomeroyi DSS-3 von zwei Promotoren aus 
angetrieben wird. Die Transkription des gesamten Operons erfolgt von einem konstitutiven 
Promotor vor enuR und sichert ein basales Level aller beteiligten Proteine auch in 
Abwesenheit von Ectoin und 5-Hydroxyectoin (Abb. 15). Ein weiterer, substratinduzierbarer 
Promotor befindet sich stromaufwärts des uehA-Gens und wird in Abwesenheit der 
Substrate im Medium durch den PLP-abhängigen Transkriptionsregulator EnuR reprimiert 
(Abb. 15). Befindet sich Ectoin und/oder 5-Hydroxyectoin im Medium werden diese, über die 
in der Zellmembran vorhandenen spezifischen UehA-Typ TRAP-Transporter (127), in das 
Cytoplasma aufgenommen. Der basale Level an vorhandenen katabolen Enzyme ist 
ausreichend, um die Substrate abzubauen, wodurch die internen Induktoren des EnuR-
Transkriptionsregulators gebildet werden (Abb. 30 und 31). Die Ausbildung einer externen 
Schiff'schen Base zwischen den primären Aminogruppen der Induktoren und dem PLP des 
EnuR, führt zu einer Konformationsänderung des Transkriptionsfaktors und damit verbunden 
zu einer Derepression und Aktivierung des Promotors vor uehA (Abb. 15). Die vollständige 
Aktivierung der Transkription von diesem Promotor ist außer von EnuR auch von AsnC 
abhängig. Das asnC-Gen wird wie enuR ebenfalls in dem katabolen Operon kodiert (Abb. 2). 
Die Funktion dieses AsnC-Regulators  als Aktivator von PuehA ist essentiell für das 
Wachstum von R. pomeroyi DSS-3 auf Ectoin und 5-Hydroxyectoin (Abb. 12). Eine dritte 
wichtige regulatorische Komponente bildet das Zweikomponentensystem NtrXY 
(18,266,267). Die Funktionsfähigkeit des Zweikomponentensystems ist entscheiden für die 
effektive Verstoffwechselung der hier untersuchten Aminosäurederivate als alleinige 
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle und hat direkt oder indirekt einen positiven Effekt auf die 
Aktivierung der Transkription ausgehend von PuehA (Abb. 33). Für diesen Einfluss gibt es 
mehrere Möglichkeiten: a) NtrX~P bindet direkt an eine Operatorsequenz im uehA-Promotor 





aktiviert die Transkription der Gene, die für das Adapterproteins Nac kodieren, welches dann 
entweder die Transkription ausgehend von PuehA oder einem Promotor vor asnC positiv 
regulieren kann (Abb. 40). 
Im Umkehrschluss führt eine eventuelle Abnahme der Substratkonzentration im Medium zu 
einer verminderten Aufnahme und Umsetzung von Ectoin und 5-Hydroxyectoin in der 
bakteriellen Zelle. Folglich sinken die interne Konzentrationen der internen Induktoren des 
EnuR-Transkriptionsfaktors. Unterhalb eines bestimmten Schwellenwerts wird die externe 
Aldiminbindung in der Effektorbindedomäne von EnuR aufgelöst und wieder durch das 
interne Aldimin mit Lysin-302 ersetzt (Abb. 37). EnuR nimmt daraufhin seine ursprüngliche 
Repressorkonformation ein und verhindert die Expression der in cis-liegenden Gene des 
Ectoin- und 5-Hydroxyectoin-Transports und -Katabolismus (Abb. 40). 
 
 
Abbildung 40: Modell der Ectoin- und 5-Hydroxyectoin-abhängigen Transkriptionsregulation 
des PuehA in R. pomeroyi DSS-3 
Dargestellt ist das katabole Ectoin/5-Hydroxyectoin-Operon aus R. pomeroyi DSS-3. Gene sind als 
Pfeile dargestellt und für den Regulationsprozess relevante Gene sind hervorgehoben und 
beschriftet. Proteine sind als Ovale, Kreise oder Rechtecke dargestellt. Die entsprechenden 
regulatorischen Einflüsse sind durch Pfeile markiert und je nach Art der Regulation mit einem + oder - 






In der substratinduzierten Transkriptionskontrolle des katabole 5-Hydroxyectoin/Ectoin-
Genclusters aus R. pomeroyi DSS-3 spielen daher drei Transkriptionsfaktoren eine wichtige 
Rolle: EnuR, AsnC und der Antwortregulator NtrX (Abb. 40). Die phylogenetischen 
Untersuchungen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt wurden, verdeutlichen, dass 
jede der gefundenen 539 putativen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-katabolisierenden bakteriellen 
Spezies mindestens eines dieser Regulatorgene besitzt (Abb. 35). Insbesondere das 
asnC-Gen scheint in der Evolution konserviert, da es bereits in den bakteriellen Spezies, 
welche sich an der Wurzel des Baumes befinden, vorhanden ist. Dies zeigt sich auch in der 
Tatsache, dass von 539 der untersuchten Stämme nur 45 kein asnC-Gen besitzen. Wie aus 
Abbildung 42 zu entnehmen ist, besitzen etwa die Hälfte (247 bakterielle Spezies) der 
untersuchten Bakteriengenome sogar alle drei Regulatoren. Dies ist in den meisten 
Alphaproteobacteria der Fall, konnte aber auch in Gammaproteobacteria und dem einzelnen 
Deltaproteobakterium gefunden werden. Die Konservierung von sowohl enuR als auch asnC 
in einem Operon und das Vorhandensein eines zusätzlichen konservierten Systems der 
Stickstoffkontrolle in diesen Bakterien, lässt den Schluss zu, dass die Regulation der 
Transkription des katabolen Ectoin/5-Hydroxyectoin-Operons nach dem beschriebenen 
Schema (Abb. 40) nicht nur in R. pomeroyi DSS-3 auftritt, sondern vor allem in der Klasse 
der Alphaproteobacteria konserviert ist. 
 
Abbildung 41: Quantitative Verteilung der Transkriptionsfaktoren 
Dargestellt ist die Verbreitung der untersuchten Transkriptionsfaktoren aus R. pomeroyi DSS-3 in den 
539 putativ 5-Hydroxyectoin/Ectoin-katabolisierenden Organismen. Die Kreise stehen für die 
einzelnen Regulatorgene: gelb für enuR, grün für asnC und blau für das ntrXY-
Zweikomponentensystem. Die große Zahl in jedem Kreis entspricht der Anzahl Organismen, die 
diesen Regulator entweder im eutD-Gencluste (enuR oder asnC) oder in ihrem Genom (ntrXY)  
aufwiesen. Die bezifferten Überlappunge zwischen den Kreisen zeigen auf, wie viele Organismen 











Diese Arbeit beschäftigt sich mit dem Katabolismus von Ectoin und 5-Hydroxyectoin durch 
das marine Bakterium R. pomeroyi DSS-3. Es konnten nicht nur Einblicke in die Physiologie 
des Alphaproteobakteriums gewonnen werden, sondern es wurden auch ausführliche 
Untersuchungen zu der genetischen Kontrolle der Expression der katabolen Gene und des 
TRAP-Transportersystems durchgeführt. Diese komplexe Transkriptionskontrolle ist neben 
dem Hauptregulator EnuR, welcher als Repressor und Aktivator wirkt, außerdem von einem 
Protein der 'feast and famine'-Familie von Transkriptionsregulatoren, AsnC, und dem 
Zweikomponentensystem der generellen Stickstoffkontrolle, NtrXY, abhängig (Abb. 40). 
Dennoch bleiben viele offene Fragen, die in zukünftiger Arbeit adressiert werden müssen. 
 
1. Wo binden EnuR und die anderen Transkriptionsfaktoren im PuehA? Überlappen die 
DNA-Bindemotive dieser Proteine oder erfolgt die Promotorerkennung separat 
voneinander? 
Diese Fragen können mit Hilfe von DNase I-Footprinting-Analysen geklärt werden. 
Voraussetzung ist dabei, dass nicht nur EnuR stabil überproduziert werden kann, sonder 
auch AsnC und NtrX. 
 
2. Die Interaktionen zwischen den Transkriptionsregulatoren. 
In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Regulationsmodelle vorgestellt, in der vor 
allem AsnC und das Zweikomponentensystem NtrXY in unterschiedlichen Abhängigkeiten 
zueinander stehen und sich damit verschiedene Möglichkeiten für deren Einfluss auf PuehA 
erschließen. Wie genau das regulatorische Netzwerk funktioniert, lässt sich zunächst durch 
Deletionen von zwei oder mehreren dieser Regulatorgene im Chromosom von R. pomeroyi 
DSS-3 bestimmen. Da bisher nur ein effektiver Selektionsmarker für R. pomeroyi DSS-3 
bekannt ist,müssen markerfreie Deletionen erstellt werden.  
 
3. Was ist der Induktor von EnuR, wenn R. pomeroyi DSS-3 auf 5-Hydroxyectoin als 
Kohlenstoff- und/oder Stickstoffquelle wächst? 
Der interne Induktor von EnuR, wenn R. pomeroyi DSS-3 auf 5-Hydroxyectoin als 
Kohlenstoff- und/oder Stickstoffquelle wächst, wird durch die Enzyme EutA, EutB und/oder 
EutC gebildet. Um eine genaue Aussage über die Art der chemischen Verbindung und deren 
Ursprung  treffen zu können, müssen die benannten Gene zunächst im einzelnen deletiert 
und der Einfluss der Deletionen auf die Genexpression ausgehend von PuehA ermittelt 
werden. Putative Induktoren müssen dann möglicherweise über chemische Synthesen 





4. Was ist der Ligand von AsnC? 
Diese Frage, lässt sich wie für EnuR auch, mittels Thermophorese bestimmen. Wie bereits 
erwähnt, setzt dies die stabile und quantitative Überproduktion des AsnC-Proteins voraus; 
dies ist in bisherigen Versuchen nicht gelungen. 
 
5. Wie erfolgt die Reizerkennung durch die Sensorkinase NtrY? 
Interessanter Weise besitzt die Sensorkinase NtrY einen langen extrazellulären Bereich 
(~ 200 bp) der möglicherweise der Bindung von Ectoin und 5-Hydroxyectoin dienen könnte. 
Ob dieser externe Bereich für die  Erkennung von Ectoinen außerhalb der Zelle erforderlich 
ist, oder ob die Aminosäurederivate zunächst über den TRAP-Transporter aufgenommen 
werden müssen um erkannt zu werden, lässt sich bestimmen indem dieser extrazelluläre 
Bereich der Sensorkinase überproduziert und in Interaktionsstudien mit Ectoin und 
5-Hydroxyectoin eingesetzt wird. Eine Thermophorese-Experiment, wie zuvor beschrieben, 
wären eine geeignete Untersuchungsmethode.  
 
6. Die biochemische Charakterisierung von EutD aus R. pomeroyi DSS-3. 
EutD ist das Schlüsselenzym des Katabolismus von Ectoin und 5-Hydroxyectoin. Für 
EutD/DoeA aus H. elongata konnte bereits gezeigt werden, dass dieses Ectoin sowohl zu 
α-ADABA, als auch γ-ADABA hydrolysiert (128). Da R. pomeroyi DSS-3 aber im Gegensatz 
zu H. elongata keine Ectoin-Synthesegene besitzt, stellt sich die Frage, ob die enzymatische 
Reaktion von EutD ebenfalls zu beiden Reaktionsprodukten führt, oder ob dieses 
ausschließlch spezifisch α-ADABA bildet. Dies lässt sich in einem Enzym-Assay bestimmen, 
da beide Reaktionsprodukte in einer HPLC-Analysen identifiziert werden können. Dies setzt 
ebenfalls voraus, dass die Ectoin-Hydrolase erfolgreich überproduziert werden kann. Die 
codonoptimierte heterologe Überproduktion von EutD in E. coli war bisher nicht erfolgreich 
und resultierte in sehr geringen Konzentrationen von gelöstem Protein. Möglicherweise 
würde die Nutzung alternativer Expressionssysteme, wie lac oder tet-Promotoren, oder die 
homologe Expression der entsprechenden Gene in R. pomeroyi DSS-3 unter Kontrolle des 
PuehA.  




6. Material und Methoden 
6.1. Material 
6.1.1 Geräte 




Analyzer Applied Biosystems 
Bottletopfilter BT50 0.2 Sarstedt 
Gelfiltrationssäulen  IBA  
Electrophoresis Power Supply E455 Consort 
Elektrophorese-Apparaturen für Mini-Gele BioRad 
Gene Pulser X cell Elektroporations System  BioRad 
Genesys 10S UV-Vis Spectrophotometer Thermo Scientific 
Feinwaage Precusion plus OHAUS
®
 
FPLC ‚Äktapurifier‘ UPC-900 AmershamPharmaciaBiotech 
French Press Aminco 
Gelfiltrationssäulen  IBA  
Gel Jet Imager INTAS GmbH 
Glaskolben  VWR  
Halbmikro-Küvetten  Sarstedt  
HPLC 1260 Infinity Agilent Technologies 
HPLC SäuleGram.Sil 100 Amino-1 PR, 3 µm Grace 
HPLC Säule Gemini,5U C18 110A (150x4.6 5 micron) Phenomenex 
Hubpipetten  GILSON  
Hubpipettenspitzen Sarstedt 
Laborzentrifugen Mikro20 Hettich 
Massenspektrometer Synapt G2Si 
Mikroskop Nikon SMZ800 Nikon 
MiniProtean® II Apparatur  Bio-Rad  
NanoDrop ND-1000 NanoDrop 
Nylon Membran (NytranN) Schleicher&Schuell 
Parafilm American National Can  
Perfusor B. Braun Biotech International 
Perfusor-Spritze B.Braun Biotech International 
PeqStar® PCR System Peqlab 
pH-Messgeräte WTW Inolab 
Pipettenspitzen Sarstedt  
Präzessionswaage CPI24S Sartoriuos 
Reaktionsgefäße, 1,5 ml  Sarstedt 
Reaktionsgefäße, 2 ml  Sarstedt 
Schüttelinkubator INNOVA 44 New Brunswick Scientific 
Sorval RC-5B DuPont Instruments 





Spektralphotometer Ultrospec2100 pro Amersham/Bioscience 
Spritzen  B. Braun Biotech International  
Stammhaltungsröhrchen  Sarstedt  
STREP-Tactin®-Superflow® Säulen  IBA GmbH Bio TAGnology 
Ultraschallsonde LABSONIC U  B. Braun Biotech International  
UV-Transilluminator Bio Imaging System  Syngene 
 
6.1.2 Chemikalien 
Tabelle 3: Chemikalien 
Bezeichnung Quelle 
Acrylamid 4K-Lösung (30 %) Mix 37,5:1  AppliChem GmbH 
Acrylamid 4K-Lösung (40 %)  AppliChem GmbH 
Agarose  PeqLab Biotechnologie GmbH  
4-Aminobenzoesäure Fluka 
Ammoniumacetat Carl Roth GmbH 
Ammoniumcholrid Carl Roth GmbH 
Ammoniumpersulfat (APS)  Sigma®  
Anhydrotetracyclin (AHT) IBA GmbH 
Bisacrylamid 4K-Lösung (2 %)  AppliChem GmbH 
Borsäure  Carl Roth GmbH 
Bromphenolblau  Sigma Aldrich®  
Calciumchlorid-Dihydrat Carl Roth GmbH 
Casein-Hydrosylat Carl Roth GmbH 
Chloroform  Carl Roth GmbH 
Chlorwasserstoffsäure Carl Roth GmbH 
Citronensäure Carl Roth GmbH 
Cobalamin (Vitamin B12) Fluka 
Coomassie-Silver Blue G250  Carl Roth GmbH 
d-Biotin (Vitamin B7) Biomol 
Desthiobiotin IBA GmbH 
D-Glucose  Sigma®  
Diammoniumsulfat Carl Roth GmbH 
Dikaliumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH 
Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH 
Dithiothreitol (DTT)  GE Healthcare 
Deoxynukleosidtriphosphat-Mix(dNTP) Thermo Fisher Scientific 
Deoxyadenosintriphosphat (dATP) Thermo Fisher Scientific 
Deoxycytosintriphosphat (dCTP) Thermo Fisher Scientific 
Deoxyguanosintriphosphat (dGTP) Thermo Fisher Scientific 
Deoxythymidintriphosphat (dTTP) Thermo Fisher Scientific 
Ectoin Bitop 
Eisensulfat-Heptahydrat Carl Roth GmbH 
Essigsäure  Carl Roth GmbH 





Ethanol (vergällt, unvergällt)  Carl Roth GmbH 
Ethidiumbromid Fluka®  
Ethylendiamintetra-Essigsäure (EDTA)  Carl Roth GmbH 
Ficoll Serva 
Folsäure Fluka 
Glucose Carl Roth GmbH 
Glycerin  Carl Roth GmbH 
Glycin  Carl Roth GmbH 
Glycinbetain Sigma 
Harnstoff  MERCK  
Hefeextrakt  Carl Roth GmbH 
4'-Hydroxyazobenzen-2-Carboxylsäure (HABA) Carl Roth GmbH 
5-Hydroxyectoin Bitop 
Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranosid (IPTG) Carl Roth GmbH 
Isoamylalkohol Carl Roth GmbH 
Kaliumchlorid  Carl Roth GmbH 
Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH 
Lennox LB Agar  INVITROGEN™  
Liponsäure Fluka 
Luria-Bertani-Medium  Carl Roth GmbH 
Magnesiumchlorid  Carl Roth GmbH 
Magnesiumsulfat Carl Roth GmbH 
Methanol  MERCK  
Monomethylamin Sigma Aldrich 
3-Morpholinopropansulfonat(MOPS) Carl Roth GmbH 
Natriumchlorid  Carl Roth GmbH 
Natriumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH 
Natriumhydroxid  Carl Roth GmbH 
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) Gerbu 
Nicotinsäure (Vitamin B3) Fluka 
o-Nitrophenyl-β-D-Galactopyranosid (ONPG) Serve 
Pantothenat (Vitamin B5) Fluka 
Polyethylenglycol 8000 Carl Roth GmbH 
Pyridoxin (Vitamin B6) Fluka 
Sea Salt Sigma Aldrich 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH 
Tetramethylethylendiamid (TEMED) AppliChem 
Thiamin (Vitamin B1) Fluka 
Trishydroxymethylaminomethan(Tris) Carl Roth GmbH 
Triton X-100 Applichem 
Tween Serva 
Xylencyanol Carl Roth GmbH 
 
 





Tabelle 4: Verwendete Kits 
Name Hersteller 
GeneJet Gel Extraction Kit  Thermo Scientific 
High Pure Plasmid Isolation Kits Roche 
High Pure PCR product Purification Kit Roche 
DIG-RNA labeling Mix Roche 
Dig Northern Starter Kit Roche 
Quick Change Lightning Site-directed mutagenesis Agilent 
 
6.1.4 Antibiotika 
Tabelle 5: Verwendete Antibiotika 
Antibiotikum Endkonzentration  
E. coli 
Endkonzentration 
R. pomeroyi DSS-3  
Hersteller 





100   µg/ml 
50     µg/ml 
5        µg/ml 
50     µg/ml 
 
150 µg/ml 
20    µg/ml 
80    µg/ml 
Carl Roth GmbH 
Sigma 
Carl Roth GmbH 
SERVA 
 
6.1.5 Enzyme und Standards 
Tabelle 6: Verwendete Enzyme 
Bezeichnung Hersteller 
EcoRI Thermo Fisher Scientific 
Lysozym  Carl Roth GmbH 
Phusion Polymerase  Im Labor überexpremiert und aufgereinigt 
PstI Thermo Fisher Scientific 
Shrimp alkalische Phosphatase Roche 
T4-Ligase Thermo Fisher Scientific 
T7-RNA Polymerase Roche 
XbaI Thermo Fisher Scientific 
 




 DNA Ladder Thermo Fisher Scientific 
PageRuler
TM
Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific 
 
6.1.6 Datenbanken und Tools 
Tabelle 8: verwendete Datenbanken und Tools 
Bezeichnung Quelle 
BioEdit IBIS Biosciences 
ImageJ Java 
Interactive Tree of Life (iTOL) Letunic and Bork, 2011 
ClustalΩ Larkin et al., 2007 
Department of Energy Joint Genome Institute (293,365) 
NCBI-pubmed National Center for Biotechnology Information 
ProtParam (Expasy Server) (284) 
Tm-Calculator https://www.finnzymes.fi/tm_determination.html 




6.1.7 Allgemeine Puffer 
Tabelle 9: 5-fach AP-Puffer 
Chemikalien   Endkonzentration 
Tris 100      mM 
NaCl 100 mM 
MgCl2 5 mM 
→ A. bidest ad 1l, pH 9,5   
 
Tabelle 10: TE-Puffer 
Chemikalien  Menge   
Tris 1,21 g 
EDTA 0,292 g 
→ A. bidest ad 1l, pH 8,0     
 
Tabelle 11: 10-fach TBE-Puffer 
Chemikalien  Menge   
Tris 108 g 
Borsäure 55 g 
EDTA 5,85        g 





Die Langzeitlagerung von Bakterienstämmen wurde durch die Anlegung von Glycerin-kulturen 
ermöglicht. Dazu wurde eine einzelne, auf LB-Agar wachsende Kolonie, in LB-Medium mit dem 
entsprechenden Selektionsmarker aerob über Nacht inkubiert. Anschließend wurde die Kultur mit 
sterilem 86 % (v/v) Glycerin im Verhältnis 1:4 versetzt und jeweils 2 ml in Stammhaltungsröhrchen 
überführt. Die so gewonnenen Glycerinkulturen wurden bei – 80˚C gelagert. 
 
6.2.2 Medien und Wachstumsbedingungen 
Die Kultivierung von E. coli-Stämmen erfolgte aerob auf Luria Bertani (LB) Agarplatten (366) oder in 
LB-Flüßigmedium bei 37°C. Um auf rekombinante Plasmide selektieren zu können, wurden die 
entsprechenden Selektionsmarker, den Angaben in Tabelle 5 entsprechend, hinzugegeben. Für die 
Überproduktion der EnuR-Proteine, wurden Zellen des E. coli B Stamms BL21 (DE3)(367) in 1 x 
Minimal Medium A (MMA) (273) kultiviert. R. pomeroyi DSS-3 (14) und seine Rif
R
 Derivate wurden 
routinemäßig auf ½ YTSS Agarplatten (368) vermehrt. Für Wachstumsversuche im Flüßigmedium 
wurde R. pomeroyi DSS-3 in einem definierten Basalmedium kultiviert (369), welches mit einigen 
Modifikationen übernommen wurde. Die zugesetzten Komponenten sind in der untenstehenden 
Tabelle aufgeführt. Dem Medium wurden 0,1 mM Methionin, 0,1 mM Serin und 0,1 mM Glutamat 




zugesetzt, da diese eine deutliche Verbesserung des Wachstums von R. pomeroyi DSS-3 und seinen 
Derivaten zu Folge hat (Daten nicht gezeigt). Standartmäßig wurde Glucose (28 mM) als 
Kohlenstoffquelle und Ammoniumchlorid (NH4Cl) (0,2 mM) als Stickstoffquelle für R. pomeroyi DSS-3 
verwendet. Die entsprechenden Selektionsmarker wurden, wie in Tabelle 4.1.4 aufgeführt, 
hinzugegeben. 
 
Tabelle 12: Luria-Bertani-Medium (LB-Medium), flüssig 
Chemikalien   Menge 
LB Base  20 g 
→ A. bidest ad 1 l, pH 7   
 
Tabelle 13: Luria-Bertani-Medium (LB-Medium), fest 
Chemikalien   Menge 
LB-Medium flüssig 1 l 
Agar  15 g 
 
Tabelle 14: ½ YTSS 
Chemikalien   Menge 
Trypton 1,25 g 
Yeast extract 2 g 
Seesalz 20 g 
→ A. bidest ad 1 l   
 
Tabelle 15: ½ YTSS, fest 
Chemikalien   Menge 
½ YTSSflüssig 1 l 
Agar  15 g 
 
Tabelle 16: 10 x Minimal Medium A (MMA) (273) 
Chemikalien   Menge 
Na2HPO4 105 g 
KH2PO4 45 g 
(NH4)SO4 10 g 
Natriumcitrat 5 g 
→ A. bidest ad 1 l, pH 7   
 
Tabelle 17: 1 x MMA (273) 
Chemikalien   Menge 
10 x MMA 100 ml 
Glucose 0,5 % 
Caseinhydrolysat 0,5 % 
Thiamin 1 mg 
MgSO4 1 mM 









Tabelle 18: 5 x Minimal Medium 63 (M63) (370) 
Chemikalien   Menge 
KH2PO4 68 g 
(NH4)SO4 10 g 
FeSO4 * 7H2O 2,5 g 
→ A. bidest ad 1 l, pH 7 mit KOH   
 
Tabelle 19: 5 x M63 mit 0,4 M NaCl (370) 
Chemikalien   Menge 
M63 1 x 
NaCl 400 mM 
Glucose 1 % 
MgSO4 * 7H2O 1 mM 
Ectoin oder 5-Hydroxyectoin 20 mM 
 
Tabelle 20: Basalmedium für R. pomeroyi nach Baumann et al.(369) 
Chemikalien   Menge 
MOPS (ph 7,5) 50 mM 
NaCl 200 mM 
KCl 10 mM 
NH4Cl 200 mM 
K2HPO4 33 mM 
CaCl2 10 mM 
MgSO4 50 mM 
FeSO4 100 mM 
Vitamin Mix A 1 x  
Vitamin Mix B 1 x  
Methionin 0,1 mM 
Serin 0,1 mM 
Glutamat 0,1 mM 
Als Kohlenstoffquellen wurden Glucose, Ectoin oder 5-Hydroxyectoin jeweils in einer Konzentration 
von 28 mM verwendet. Wenn Ectoin und 5-Hydroxyectoin alleinige Kohlen- und Stickstoffquelle sein 
sollten, wurde das NH4Cl durch H2O ersetzt. 
 
Tabelle 21: Basalmedium für R. pomeroyi , fest (369) 
Chemikalien   Menge 
Basalmedium, flüssig 1 l 
Agar  15 g 
 
Tabelle 22: 200 x Vitamin Mix A 
Chemikalien   Menge 
d-Biotin 7,8 mg 
Nicotinsäure 15,6 mg 
Liponsäure 15,6 mg 
Folsäure 15,6 mg 










Tabelle 23: 200 x Vitamin Mix B 
Chemikalien   Menge 
Panthotenat 15,6 mg 
Pyridoxin 15,6 mg 
Thiamin 15,6 mg 
4-Aminobenzoesäure 15,6 mg 
Cobalamin 0,32 mg 
→ A. bidest ad 1 l   
Alle aufgeführten Nährmedien wurden in einem  Autoklaven bei 121°C mit A. bidest für  
60 min sterilisiert. Hitzesensitive Bestandteile wurden steril-filtriert. 
 
6.2.3 Bestimmung der Zelldichte 
Die Bestimmung der Zelldichte einer Bakterienkultur erfolgte photometrisch durch die Messung der 
optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 578 nm. Als Blindwert diente dabei das nicht 
beimpfte Wachstumsmedium. Bei einer OD578 größer als 0,5 erfolgte eine entsprechende Verdünnung 
der Bakteriensuspension. Eine OD578 von 1 entspricht ca. 1 x 10
9
 Zellen/ml (371). 
 
6.2.4. Herstellung chemisch kompetenter Zellen (372) 
Aus einer Übernachtkultur von E.coli-Zellen wurden 100 ml LB auf eine OD578 von 0,05 angeimpft. Die 
Kultur wurde auf eine OD587 von 0,6 angezogen und 20 Minuten auf Eis gestellt. Im Anschluss wurden 
die Zellen bei 4˚C und 4000 x g für 20 Minuten abzentrifugiert und in 50 ml eiskaltem Puffer 1 
resuspendiert. Es folgte ein weiterer 20 minütiger Zentrifugationsschritt bei 4˚C und 4000 x g. Das 
dabei entstehende Pellet wurde mit 5 ml eiskaltem Puffer 1 gewaschen und anschließend erneut wie 
beschrieben zentrifugiert. Die Zellen wurden in 1,5 ml Puffer aufgenommen und 150 μl Aliquots bei -
80˚C eingefroren. 
 
Tabelle 24: Lösung 1 für die Herstellung komp. Zellen 
Chemikalien   Endkonzentration 
CaCl2 100 mM 
 
Tabelle 25: Lösung 2 für die Herstellung komp. Zellen 
Chemikalien   Endkonzentration 
CaCl2 100 mM 
Glycerin 10  % 
 
6.2.5 Transformation chemisch-kompetenter Zellen 
2 μl einer Plasmidlösung oder 10 μl des Ligationsgemisches wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß 
pipettiert und anschließend in ein Eisbad gestellt. Es wurden 75 μl chemisch kompetenter E.coli-
Zellen hinzugefügt und 30 Minuten auf Eis gestellt. Die Reaktionsgefäße wurden 45 sec in ein 42˚C 
warmes Wasserbad gelegt und anschließend für 2 Minuten auf Eis gestellt, bevor 200 μl LB-Medium 




hinzugegeben wurde. Die Zellen wurden für 60 Minuten bei 37˚C aerob inkubiert und auf Antibiotika-
haltigen LB-Platten ausplattiert. 
 
6.2.6 Triparental Mating 
Der Transfer von Plasmiden aus dem Rif
S 
E. coli-Stamm DH5α in den Rif
R 
R. pomeroyi Stamm J470 
wurde mit Hilfe von Triparental Mating Experimenten (Konjugation) erreicht. Ein E. coli DH5α-Stamm 
mit dem Helferplasmid pRK2013 (Abschnitt 4.5), der E. coli DH5α-Stamm, welcher das zu 
transferierende Plasmid trug und der R. pomeroyi-Wildtypstamm J470 wurden in ihren 
entsprechenden Vollmedien über Nacht bei 30°C bis zum Eintritt in die stationäre Phase kultiviert. 
Dabei wurden den Medien keine Antibiotika zugesetzt. Durch Zentrifugation (4000 x g) wurden 
Zellpellets von je 1 ml jeder E.coli Kultur und 2 mL R. pomeroyi J470 Kultur gemeinsam in ein 
Eppendorf-Reaktionsgefäß geerntet, im verbleibenden Medium resuspendiert und dabei durchmischt. 
Die Zellsuspension wurde auf steriles 595 ½ S & S Filterpapiere (Schleicher & Schuell, Deutschland) 
pipettiert und auf Basalmediums-Agarplatten bei 30°C für 24 h inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen in 1 ml 1/2 YTSS aufgenommen und 10- und 100-ul-Aliquots auf 1/2 YTSS Agarplatten mit 
entsprechenden Antibiotika ausplattiert. Die Platten wurden für 2 bis 3 Tage bei 30 ° C inkubiert. Die 
R. pomeroyi DSS-3 Kolonien wurden dann auf ihre gewünschte Antibiotika-Resistenz/-Sensitivität 
getestet. Dieses Verfahren wurde sowohl für die Plasmide verwendet, die in R. pomeroyi DSS-3 
replizieren können (Derivate des lacZ-Fusionsvektor pBIO1878), als auch jene, die ins Genom 
integrieren (Derivate des Suizid-Vektors pK18mobsacB). Die R. pomeroyi J470 Stämme, welche 




. Mutanten, die von R. 





der chromosomalen Insertion) aber Kan
S
 (Verlust des pK18mobsacB Rückgrads). 
 
6.2.7 Mechanischer Zellaufschluss 
 
6.2.7.1 Zellaufschluss in einem diskontinuierlichem Hochdruck-Homogenisator 
(French Press) 
Die French Press wurde 1950 entwickelt (373) . Die Methode beruht auf der starken Verformung von 
Bakterienzellen unter hohem Druck und der anschließenden Dekompression dieser. Die 
Bakterienzellwand kann den entstehenden Scherkräften und Kavitationseffekten nicht standhalten 
und platzt. 
Für diese Art des Zellaufschlusses wurden die Zellen in 30 ml Waschpuffer (Abschnitt 4.2.9.2) 
resuspendiert, in die gekühlte French-Press-Kammer gegeben und anschließend ein Druck von 900 
psi (das entspricht 6205,28 kPa) aufgebaut. Nach Öffnung des Ablassventils konnte die Probe 
tropfenweise in einem gekühlten Falcon aufgefangen werden. Dieser Vorgang wurde mehrfach 
wiederholt. Anschließend wurde das Zelllysat für 30 min bei 4˚C und 35.000 x g zentrifugiert. Der 
Proteinüberstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 




6.2.7.2 Zellaufschluss mit Hilfe eines Ultraschallhomogenisators 
In einem Ultraschallhomogenisator werden mechanische Schwingungen erzeugt, welche auf das 
Medium übertragen werden. Kavitationserscheinungen im Bereich unmittelbar vor der Sonde sind die 
Folge. Bei einer kritischen Größe von 150 μm implodieren die Kavitationsblasen und setzen dabei 
Wirbel mit hoher Scherkraft frei (374). Die bakterielle Zellwand wird als Folge dieser zerstört.  
Das Zellpellet wurde in 30 ml Waschpuffer resuspendiert (Abschnitt 4.2.9.2). Der mit einer Titan-
Sonde (12 mm Durchmesser) ausgestattete Ultraschallprozessor wurde zunächst mit Wasser und 
anschließend mit Ethanol gereinigt, um alte Zellrückstände zu entfernen. Die Sonde wurde etwa 5 
mm tief in die Probe gehalten. Die Ultraschallfrequenz wurde bei 54 W erzeugt und hatte eine 
Impulsfrequenz von 0,7 Sekunden. Zur Vermeidung von Überhitzung der Probe befand sich das 
Falcon stets in einem Eisbad. Zusätzlich wurden zwischen den Aufschlussvorgängen Pausen von 
einer Minute eingehalten. 
 
6.2.8 Arbeiten mit DNA 
 
6.2.8.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Zur Amplifikation spezifischer Genomabschnitte wurde die Polymerase-Kettenreaktion verwendet 
(375). Die Durchführung erfolgte nach Standardprotokoll (376) unter Verwendung der Phusion DNA-
Polymerase. Chromosomale DNA oder Plasmid-DNA diente als Matritzen-DNA.  
 
Tabelle 26: Reaktionsansatz für die Phusion-Polymerase PCR 
Chemikalien   Endkonzentration 
5 x Phusion HF Puffer 1x  
dNTPs 200  μM jedes dNTPs 
forward primer 10 pM 
reverse Primer 10 pM 
template DNA (20-40 ng/μl) 2,5  μl 
Phusion DNA Polymerase 2  U 
→ A. bidest ad 50 μl   
 
Tabelle 27: Reaktionsverlauf der Phusion-Polymerase PCR 
Schritt Temperatur Zeit Anzahl Cyclen 
Initiale Denaturierung 
 
98˚C 30 sec 1 
Denaturierung 98˚C 10 sec  
Annealing Tm + ˚C  20 sec     35 
Elongation 72˚C 
 
15 sec  
 









Um DNA-Fragmente entsprechend ihrer Größe aufzutrennen, wurden 0,8 % (w/v) oder 2 % (w/v) 
Agarosegele verwendet (371). Im Mikrowellenherd wurde die Agarose in TBE-Puffer vollständig 
gequollen und bis zur weiteren Verwendung bei 60°C aufbewahrt. Die nach dem Gießen gehärteten 
Gele wurden in eine mit 1 x TBE-Puffer gefüllte Laufkammer überführt. Die DNA-Proben wurden mit 1 
x DNA-Probenpuffer versetzt und anschließend in die vorgesehenen Geltaschen gegeben. Ein 
geeigneter Größenstandard wurde ebenfalls aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 120 V. Das 
interkalierende Agenz Ethidiumbromid ermöglichte nach dem Lauf die Sichtbarmachung der DNA-
Stränge mittels UV-Strahlung auf dem Gel Jet Imager. 
 
Tabelle 28: DNA-Probenpuffer 
Chemikalien   Menge 
Glycerin 5,0                ml 
Bromphenolblau 5,0                mg 
Xylencyanol 5,0                mg 
→ ad 5 ml 1-fach TBE, pH 8,3  
 
6.2.8.3 Isolation von DNA aus DNA-Agarosegelen 
Der gesamte PCR- bzw. Restriktionsansatz wurde mit 1 x DNA-Probenpuffer versetzt und auf ein 0,8 
% bzw. 2 % (w/v) Agarosegel aufgetragen. Zusätzlich wurden 2 μl desselben Ansatzes in einer 
benachbarten Geltasche als Kontrollspur mitgeführt. Die Kontrollspur und der Größenstandard 
wurden nach dem Lauf vom Rest des Gels getrennt. Dadurch konnten die gesamte PCR-
Produktbande aus dem Gel ausgeschnitten werden, ohne sie vorher mittels UV-Bestrahlung zu 
visualisieren. Im Anschluss erfolgte die Aufreinigung aus dem Gel entsprechend der Vorschrift des 
QIAquick Gel Extraction Kits von Qiagen. 
 
6.2.8.4 Restriktion, Dephosphorylierung und Ligation von DNA 
Grundlage der Mutantenkonstruktion waren genspezifische Primer, die der Amplifikation des 
gewünschten Abschnitts der chromosomalen DNA aus Ruegeria pomeroyi DSS-3 diente. Sowohl am 
forward-, als auch am reverse Primer wurden Schnittstellen für eine Restriktionsendonuklease 
angefügt. Nach der Durchführung einer PCR mit der Phusion-Polymerase wurden die DNA-
Fragmente aus einem Agarosegel aufgereinigt. Der Zielvektor wurde ebenfalls mit den 
entsprechenden Restriktionsendonukleasen restringiert. Um eine Re-Ligation des linearisierten 
Vektors zu verhindern, wurde dieses für 1,5 Stunden bei 37˚C mit alkalischer Phosphatase behandelt. 
Die anschließende Ligation von Vektor und PCR-Produkt mit Hilfe der T4-DNA-Ligase wurde bei 4˚C 
über Nacht durchgeführt. Die eingesetzten Enzyme- und DNA-Mengen und die Auswahl des Puffers 
entsprachen den Angaben des Herstellers (Fermentas, St. Leon-Rot). Im finalen Schritt wurde der 
Ligationsansatz für 10 min zu 37˚C gestellt, um noch nicht vollständig ligierte Abschnitte zu 
verbinden. 
 




6.2.8.5 Konstruktion von Plasmiden 
Die transkriptionellen lacZ -Reportergenfusionsplasmiden pBAS19, pBAS20 und pBAS21 wurden wie 
folgt konstruiert. Für pBAS19 (PenuR-lacZ) wurden 1097 bp stromaufwärts von enuR und die ersten 66 
Basenpaare des enuR-Gens (Abb. 3) mittels Phusion DNA-Polymerase und den DNA-Primern 
lacZenuR_up_for and lacZenuR_PstI_rev (Abschnitt 4.4) von genomischer R. pomeroyi DSS-3 -DNA 
amplifiziert. Das amplifizierte DNA-Fragment wurde mit Hilfe des High Pure PCR product Purification 
Kits (Abschnitt 4.1.3) gereinigt und mit EcoRI und PstI (Abschnitt 4.1.5) entsprechend der 
Herstellerempfehlung restriktionsverdaut. Diese wurden in den entsprechend linearisierten lacZ-
Fusionsvektor pBIO1878 (43) legiert. Gleichermaßen wurde für die Konstruktion von pBAS20 und 
pBAS21 verfahren. Das chromosomale 0,5 kb DNA-Fragment in pBAS21 (PuehA-lacZ) umfasst 308 bp 
des 5 '-Endes des enuR-Gens, die 97 bp enuR-uehA intergene Region und 28 bp des uehA Gens 
(Abb. 3). Dieses DNA-Fragment wurde mit Hilfe des lacZuehA_EcoRI_for und lacZuehA_PstI_rev 
Primers (Abschnitt 4.4) amplifiziert. Für die Amplifikation des DNA-Fragments für die Konstruktion von 
pBAS20 wurden die Primer lacZenuR_up_for und lacZuehA_PstI_rev (Abschnitt 4.4) verwendet. Das 
Plasmid enthält daher ein Insert (2.617 bp), bestehend aus 1097 bp stromaufwärts von enuR, dem 
gesamten enuR-Gen, die 97 bp enuR-uehA intergene Region und 28 bp des uehA Gens (Abb. 3) 
 
Zur Konstruktion der Δ(enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1 (Stamm ASR6), 
Δ(enuR::Gm)1 (Stamm ASR7), Δ(eutD::Gm)1 (Stamm ASR8), Δ(ntrXY::Gm)1 (Stamm 
ASR9),Δ(asnC-ssd-atf::Gm)1 (Stamm ASR10), Δ(eutABC::Gm) 1 (Stamm ASR11), Δ(eutABCDE-
asnC-ssd-atf::Gm) 1 (Stamm ASR12) und Δ(ssd-atf::Gm)1 (Stamm ASR14) Mutanten des R. 
pomeroyi Stamms J470 wurden 600 bp Fragmente stromaufwärts und stromabwärts der jeweiligen 
genomischen Bereiche (Abb. 3) durch PCR unter Verwendung von benutzerdefinierten Primern 
(Abschnitt 4.4) amplifiziert. Eine Gentamycin-Resistenzkassette wurde von p34S_Gm (377) 
(Abschnitt 4.5) amplifiziert. Die drei zusammengehörigen DNA-Fragmente wurden in den Suizid-
Vektor pK18mobsacB (linearisiert mit EcoRI / XbaI) gemäß dem Gibson-Verfahren (378) kloniert. 
Dabei entstanden die in Abschnitt 4.5 aufgeführten Plasmide. Die Δ(enuR-uehABC-usp-eutABCDE-
asnC-ssd-atf ::Gm)1-Deletion umfasst das gesamte Gencluster des Ectoin- und 5-Hydroxyectoin- 
Katabolismus (14220 bp). Die Δ(enuR::Gm)1-Deletion entfernt 975bp (entspricht den Aminosäuren 1-
325 von EnuR) aus dem R. pomeroyi DSS-3 Chromosom. Die Δ(eutABC::Gm)1-Mutation umfasst die 
2775 bp zwischen dem  ATG-Startcodon von eutA und dem TGA-Stoppcodon von eutC. Die 
Δ(eutD::Gm)1-Deletion umspannt das gesamte eutD-Gen (1188 bp). Die Δ(ntrXY::Gm)1-Mutante 
entfernt die überlappenden Gene ntrY und ntrX (3.695 bp) aus dem bakteriellen Genom. Die Δ(asnC-
ssd-atf::Gm)1-Mutation entfernt 3.611 bp, beginnend am ATG-Startcodon von asnC und endend beim 
TGA-Stoppcodon von atf. Die Δ(ssd-atf::Gm)1-Deletion umfasst die DNA-Sequenz vom ATG des ssd-
Gens bis zum TGA von atf (3004 bp). Im Δ(eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1-Stamm sind 8603 bp aus 
dem Operon entfernt, am ATG von eutA beginnend und bei TGA von atf endend. 
 





Abbildung 42: Konstruktion einer Deletion-Insertions-Mutante in R. pomeroyi DSS-3 
Schematische Darstellung zur Konstruktion einer Gendeletion in R. pomeroyi DSS-3. Die Lage der 
verschieden Primer, die zur Amplifikation der 5‘ Flanke, 3‘ Flanke sowie der Antibiotika-Kassette 
benötigt werden, sind gekennzeichnet- Die drei entstehenden Fragmente werden mit Hilfe des 
Gibbson-Assemblys in den pK18mobsacB-Vektor legiert. Das entstehende Plasmid wurde in R. 
pomeroyi DSS-3 konjugiert.  
 
Für die Konstruktion eines Expressionsplasmids für das R. pomeroyi DSS-3 EnuR-Protein wurde das 
entsprechende Gen aus R. pomeroyi DSS-3 für die Expression in E. coli codonoptimiert (GenBank 
accession number KU891821) und synthetisch hergestellt (Life Technologies, Darmstadt, 
Deutschland). Das synthetische Gen wurde aus dem vom Lieferanten bereitgestellten Plasmid über 
eingefügte SfiI-Restriktionsschnittstellen befreit und mittels LguI-Restriktion und anschließende 
Ligation in den Donorvektor pENTRY-IBA20 (Göttingen, Deutschland IBA GmbH) kloniert. Das 
resultierende Plasmid pBAS2 (Abschnitt 4.5) wurde entsprechend des IBA-Gate-Klonierungssystems 
mit Esp3I restringiert und gleichzeitig in den Expressionsvektor pASG-IBA3 ligiert. In dem 
resultierenden Plasmid pBAS3 wird das 3'-Ende der Sequenz an ein kurzes DNA-Fragment fusioniert, 
welches für die zehn Aminosäuren des Strep-Tag-II Affinitätspeptids kodiert. Die Expression des 
rekombinanten Gens in pBAS3 wird durch den TetR gesteuerten tet-Promotor auf dem Rückgrad des 
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Um die kovalente Bindung des Pyridoxal-5'-Phosphats im EnuR-Protein nachzuweisen, wurde mittels 
site-directed mutagenesis ein Codonaustausch in die Plasmide pBAS3 und pBAS20 eingeführt. Unter 
Zuhilfenahme des QuikChange Lightning Kits (Stratagene, La Jolla, CA) und spezifischen Primern 
(Microsynth, Lindau, Deutschland) wurde Lysinrest 302 in der Aminosäuresequenz von EnuR in einen 
Histidinrest [AAA → CAT] umgewandelt. Die dabei entstandenen Plasmide wurden mit pBAS17 (aus 
pBAS3) und pBAS23 (aus pBAS20) bezeichnet. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 57 
aufgeführt. 
 
Die korrekte Nukleotidsequenz aller erstellter Plasmide und Mutationen wurde mittels Next 
Generation Sequencing Analysen durch den Service von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, 
Deutschland) verifiziert. 
 
6.2.8.6 Isolation von Plasmid-DNA 
Die Isolation von Plasmiden aus E. coli DH5α erfolgte gemäß der Anleitung des High Pure Plasmid 
Isolation Kits von Roche. Von der Säule eluiert wurde, jedoch mit doppelt destilliertem Wasser, 
anstatt mit der im Kit enthaltenen Pufferlösung. Eine Agarosegelelektrophorese gab Aufschluss über 
Qualität und Quantität der Isolation. Die Plasmide wurden bis zur Verwendung bei – 20˚C gelagert. 
 
6.2.8.7 Isolation chromosomaler DNA aus R. pomeroyi DSS-3 (379) 
Für die Isolation chromosomaler DNA aus R. pomeroyi DSS-3 wurden 2 ml einer Übernachtkultur in 
einem Eppendorfgefäß für 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die Zellen wurden mit 1 x TE-Puffer 
gewaschen und nach erneuter Pelletierung in 300 μl TE-Puffer resuspendiert. Es wurden 30 μl einer 
Lysozymlösung (20 mg/ml) hinzugegeben. Der Ansatz wurde kurz invertiert und im Anschluss für 10 
min bei 37˚C inkubiert. Weiterhin wurden 100 μl 10 % (w/v) SDS und zur Proteinpräzipitation 100 μl 5 
M Natriumperchlorat hinzugefügt. Um Proteine und Nukleinsäuren zu separieren, wurden 500 μl eines 
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) hinzugegeben. Das Gemisch wurde ausgeschüttelt und 
anschließend die Phasentrennung durch Zentrifugation (21.900 x g, 5 min) herbeigeführt. Die obere 
wässrige Phase wurde in ein neues Eppendorfgefäß überführt und mit 800 μl 98 % (v/v) kaltem 
Ethanol die chromosomale DNA ausgefällt. Diese wurde mit einer Pipettenspitze in ein 
Reaktionsgefäß mit 750 μl 70 % (v/v) Ethanol gegeben und durch erneute Zentrifugation (15 min, 
21.000 x g, 4˚C) pelletiert. Das DNA-Pellet wurde getrocknet und in 100 μl TE-Puffer bei 65˚C gelöst. 
Qualität und Quantität der Isolation wurde in einem Agarosegel überprüft. Die Lagerung erfolgte bei -
20˚C. 
 
6.2.8.8 Quantifizierung und Reinheitskontrolle von DNA  
Die Bestimmung der Konzentration und Qualität von DNA erfolgte über eine spektrophotometrische 
Messung mit dem Nanodrop. Dabei wurden die Absorptionen bei 260 nm, 280 nm und 230 nm sowie 
die Koeffizienten A260/A280 und A260/A230 bestimmt. Unter der Annahme, dass bei einer OD260 




von 1 ungefähr 50 μg/ml doppelsträngige DNA vorliegen, sollte der Koeffizient aus A260 und A280 
zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Werte außerhalb dieser Vorgabe deuten auf Proteinverunreinigungen 
der DNA hin. Der Koeffizient aus A260 und A230 sollte unter 2,0 liegen, da höhere Werte einen 
Hinweis auf eine Kontamination der DNA mit Phenol oder anderen organischen Lösungsmitteln 
darstellen (371). 
 
6.2.9 Arbeiten mit Proteinen 
 
6.2.9.1 Überproduktion von Proteinen 
Der E. coli B-Stamm BL21 (DE3) wurde mit dem pBAS3 bzw. pBAS17 Plasmid transformiert. Eine 
Vorkultur des entsprechenden Stammes wurde über Nacht unter Zugabe von Ampicilin (Abschnitt 
4.1.4) kultiviert und in 1 x MMA (273) überimpft (OD578 = 0,05). Die Zellen wurden bei 37°C und 220 
rpm in einem Luftschüttler kultiviert, bis die mittleren logarithmischen Phase (OD578~ 0,6) erreicht 
wurde. Die Expression des enuR- bzw. des enuR* -Gens wurde durch die Zugabe des Induktors des 
TetR-Repressor, Anhydrotetracyclin (AHT), bis zu einer Endkonzentration von 0,2 mg ml
-1
 in das 
Wachstumsmedium induziert. An diesem Punkt wurde die Wachstumstemperatur auf 35°C gesenkt 
und die Zellen für weitere 2 Stunden inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien durch 
Zentrifugation (20 min bei 4°C, 5000 rpm) von dem Wachstumsmedium abgetrennt und die Zellpellets 
bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 
 
6.2.9.2 Strep-Tag II Affinitäts-Chromatographie  
Für die Reinigung der rekombinant überexprimierten Proteine wurden die Zellen in Waschpuffer 
resuspendiert und mittels FrenchPress und Ultraschallhomogenisator lysiert. Zelltrümmer wurden 
durch Zentrifugation für 30 min bei 35.000 rpm und 4°C entfernt. Das geklärte Zelllysat wurde über 
eine Strep-TactinSuperflow Säule geleitet, welche mit Waschpuffer äquilibriert worden war. Die Säule 
wurde mit 5 Bettvolumen Waschpuffer gespült und das gebundene Strep-Tag II–Proteine 
anschließend mit Elutionspuffer eluiert. Die Reinheit des gereinigten EnuR-Strep-Tag-II-Protein und 
seines Derivats wurde durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter Verwendung von 12 % 
Polyacrylamidgelen untersucht. 
 
Tabelle 29: Waschpuffer für die Affinitäts-Chromatographie 
Chemikalien   Endkonzentration 
Tris(pH 7,5) 100 mM 
NaCl 150 mM 
 
Tabelle 30: Elutionspuffer für die Affinitäts-Chromatographie 
Chemikalien   Endkonzentration 
Tris(pH 7,5) 100 mM 
NaCl 150 mM 
Desthiobiotin    5 mM 




Tabelle 31: Regenerationspuffer für die Affinitäts-Chromatographie 
Chemikalien   Endkonzentration 
Tris(pH 7,5) 100 mM 
NaCl 400 mM 
HABA    1 mM 
 
6.2.9.3 Einengen der Proteinlösung 
Für die Durchführung eines Gelfiltrationsexperiments wurde die Proteinlösung mit Hilfe einer 
Ultrafiltrationseinheit eingeengt. Der Filter wurde zunächst mit 4 ml Aqua dest. befüllt und durch 
Zentrifugation bei 5.000 x g und 4˚C gereinigt. Die Proteinlösung wurde dann bei 5.000 x g und 4˚C 
so lange zentrifugiert, bis eine ausreichend hohe Proteinkonzentration erreicht wurde, ohne dass das 
Protein auf der Säule ausfiel. 
 
6.2.9.4 Größenausschlusschromatographie 
Die quaternäre Struktur des isolierten EnuR-Strep-Tag-II-Proteins und seines Derivates EnuR* in 
Lösung wurde durch Größenausschlusschromatographie (SEC) untersucht. Für diese Experimente 
wurde eine HiLoad 16/600 Superdex 200 pg-Säule (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, 
Deutschland) mit einem ÄKTA pure 25 L-System (GE Healthcare Europe GmbH) verbunden. Zur 
Äquilibrierung der Säule wurden 150 ml des unten genannten Puffers über diese geleitet und 
anschließend 6 mg des Proteins auf die Säule geladen. Um die Leistung der Größenausschlusssäule 
zu standardisieren, wurde eine Proteinlösung, bestehend aus jeweils 3 mg ml
-1
 von Carboanhydrase 
(aus Rindererythrozyten) (29 kDa), Albumin (aus Rinderserum) (66 kDa) und Alkohol Dehydrogenase 
(aus Saccharomyces cerevisiae) (150 kDa), verwendet (Gelfiltrations Marker Kit, Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA). Die Säulenläufe der Strep-Tag-II-Fusionsproteine und der Markerproteine wurden 
mit dem Einhorn 6.3-Software-Paket (GE Healthcare Europe GmbH) ausgewertet und die quaternäre 
Zusammensetzung der EnuR-Proteine in Lösung berechnet.  
 
Tabelle 32: Puffer für die Größenausschlusschromatografie 
Chemikalien   Endkonzentration 
Tris(pH 7,5)  10 mM 
NaCl 150 mM 
 
6.2.9.5 Proteinkonzentrationsbestimmung 
Die Proteinkonzentrationen von EnuR und EnuR* wurden durch eine spektrophotometrische Messung 
mit Hilfe des Nanodrop bestimmt. Dabei wurden die Absorptionen bei 280 nm gemessen und die 
Proteinkonzentration mittels des Lambert-Beer'schen Gesetzes bestimmt. Über das ProtParam Tool 
des Expasy Servers (284) wurden dazu die molaren Massen der Proteine und ihre 
Extinktionsfaktoren bestimmt. Diese wurden für die Berechnung der Proteinkonzentration im Gerät 
angegeben. Für EnuR ergab sich dabei eine molare Masse von 51,986 kDa und ein molarer 








. Für die EnuR (Lys-302/His)-Mutante EnuR* wurde eine 






6.2.9.6 1D-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (1D-SDS-PAGE) 
Die Proteinprobe wurde mit fünffachem SDS-Probenpuffer versetzt und bei 90˚C für 10 min 
denaturiert. Durch die gleichmäßige Anlagerung von SDS können die Proteine dann unabhängig von 
ihrem Masse-/Ladungsverhältnis und ausschließlich nach ihrem Molekulargewicht im 
Polyacrylamidgel aufgetrennt werden. Ein Proteinmarker (Tabelle 4.1.5) wurde in der ersten 
Geltasche mitgeführt. Der Gellauf erfolgte bei 100 V bis die Lauffront das untere Gelende erreicht 
hatte. Danach wurde das Gel für mindestens 20 min mit Coomassie gefärbt und im Anschluss mit 
Entfärber von überschüssigem Farbstoff befreit.  
 
Tabelle 33: Zusammensetzung von Trenngelen (380)
1
 
Chemikalien 6 %ig 10 %ig 12 %ig 15 %ig 
A.bidest    5,35 ml    4,02 ml    3,35 ml    2,35 ml 
1,5 M Tris/HCl pH 9,1    2,6 ml    2,6 ml    2,6 ml    2,6 ml 
10 % SDS 104 μl 104 μl 104 μl 104 μl 
30 % Acrylamid    2 ml    3,33 ml    4 ml    5 ml 
10 % APS  75 μl  75 μl  75 μl  75 μl 
TEMED  10 μl  10 μl  10 μl  10 μl 
 
Für die Erstellung von nativen Polyacrylamidgelen wurde kein SDS zugesetzt und auf das Sammelgel 
verzichtet. 
 
Tabelle 34: Zusammensetzung eines 4%igen Sammelgels (380) 
Chemikalien Menge 
A.bidest  6,1 ml 
0,5 M Tris/HCl pH 6,8  2,6 ml 
10 % SDS 104 μl 
30 % Acrylamid  1,3 ml 
10 % APS 100 μl 
TEMED    20 μl 
 
1
angegebene Volumina ausreichend für 1 SDS-Polyacrylamid-Gel 
 
Tabelle 35: 4-fach 1D-SDS-Probenpuffer 
Chemikalien Menge 
1 M Tris-HCl pH 6,8 3 ml 
20 % SDS 1,5 ml 
ß-Mercaptoethanol 0,3 ml 
Glycerin 3 ml 
Bromphenolblau 1 Spatelspitze 
 




Tabelle 36: 5-fach SDS-Laufpuffer 
Chemikalien Menge   
Tris (pH 8,3)   25 mM 
Glycin 192 mM 
SDS    0,1 % 
 
6.2.9.7 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 
Für das Elektrophoretic Mobility Shift Assay wurden ein 433 bp Fragment und ein 200 bp Fragment 
upstream von uehA amplifiziert und gereinigt. In einem 15 µl-Ansatz wurden 10 nmol*l
-1
 DNA ohne 
und mit ansteigenden Konzentrationen (0,02 µM bis 0,4 µM) von aufgereinigtem EnuR-Strep- und 
EnuR*-Strep-Protein bei 4°C für 20 min inkubiert. Anschließend wurden die Proben mit 2 µl SDS-
freiem Probenpuffer versetzt und auf ein natives 6 % Polyacrylamidgel geladen. Der Gellauf erfolgte 
bei 100 V für etwa 105 min. Das Gel wurde in ein Ethidiumbromidbad gelegt und die DNA 
anschließend mittels des Gel Jet Imager sichtbar gemacht und fotografiert. 
 
Tabelle 37: Puffer für das EMSA 
Chemikalien   Endkonzentration 
Tris(pH 7,5) 10 mM 
KCl 50 mM 
MgCl2   5 mM 
Dithiotreitol (DTT)   1 mM 
BSA 30 µg/ml 
HerringSperm DNA 50 µg/ml 
Glycerol   5 % 
Tween   0,1 % 
 
6.2.9.8 Microscale thermophoresis (MST) 
Für das MST Experiment wurde das Protein (EnuR oder EnuR*) mit Hilfe des Monolith NT
TM 
Protein 
Labeling Kit RED (NanoTemper Technologies, Munich, Germany) mit dem Farbstoff NT-647, wie vom 
Hersteller angegeben, markiert. Da dieser Schritt durch Amine im Medium unterbunden wird, musste 
das labile Protein EnuR bzw. EnuR* für diese Markierung aus dem Reinigungspuffer in den ‚Labeling 
Buffer‘ des Monolith NT
TM 
Protein Labeling Kit RED umgepuffert und im Anschluss wieder in seinem 
ursprünglichen Reinigungspuffer zurückgepuffert werden. Anschließend wurden 65 µM des 
markierten Proteins mit schrittweisen Verdünnungen (ausgehend von 200 nM bzw. 1 µM) der zu 
untersuchenden Liganden (α-Acetyl-N-2,4-Diaminobutyrat; γ-Acetyl-N-2,4-Diaminobutyrat; Ectoin; 5-
Hydroxyectoin) titriert. Die Bindungstudien wurden mit dem Monolith NT.015 (NanoTemper 
Technologies, Munich, Germany) bei 21°C (LED power – 100 %, IR laser power – 75 %) 
durchgeführt. Zwei unabhängige Experimente wurden bei 680 nm aufgenommen und die Daten mit 








Tabelle 38: Reinigungspuffer für die Thermophorese 
Chemikalien   Endkonzentration 
Tris(pH 7,5) 100 mM 
NaCl 150 mM 
 
Tabelle 39: MST-Puffer für die Thermophorese 
Chemikalien   Endkonzentration 
Tris(pH 7,5) 10 mM 
NaCl 150 mM 
Tween 0,2 % 
 
6.2.9.9 Circular-Dichroism Spektroskopie 
Die CD-Spektren wurden mit 3,5 µM Protein (EnuR und EnuR*) in 5 mM Tris (pH 7,5) mit 75 mM 
NaCl aufgenommen.  
 
Tabelle 40: Puffer für die CD-Spektroskopie 
Chemikalien   Endkonzentration 
Tris(pH 7,5) 10 mM 
NaCl 150 mM 
Tween 0,2 % 
 
6.2.9.10 UV/Vis-Spektroskopie 
Für die Aufnahme eines UV/VIS-Spektrums von EnuR und EnuR* wurde eine 20 M Proteinlösung im 
angegebenen Puffer in eine Quarzküvette gegeben und im Genesys 10S UV/Vis-Spektrophotometer 
ein Spektrum zwischen 250 und 500 nm aufgenommen. 
 
Tabelle 41: Puffer für die UV/VIS-Spektroskopie 
Chemikalien   Endkonzentration 
Tris(pH 7,5) 100 mM 
NaCl 150 mM 
 
6.2.9.11 Bestimmung der β-Galaktosidase-Aktivität  
Die Bestimmung der β-Galaktosidase-Aktivität wurde nach der Methode von Miller (273) durchgeführt. 
Die Messung beruht auf der enzymatischen Umwandlung von o-Nitrophenyl-β-D-galaktopyranosid in 
Galaktose und o-Nitrophenol durch die β- Galaktosidase. o-Nitrophenol ist ein gelber Farbstoff und 
kann bei einer Wellenlänge von 420 photometrisch quantitativ bestimmt werden. Die Expression des 
Reportergens lacZ unter der Kontrolle der Promotorregion des enuR- oder uehA-Gens wurde nach 
dem Wachstum der entsprechenden Bakterienkulturen in Basalmedium mit entweder Glucose und 
NH4Cl oder Ectoin bzw. 5-Hydroxyectoin als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle gemessen. Für 
solche Deletionsmutanten, die kein Wachstum auf Ectoin oder 5-Hydroxyectoin mehr zeigten, wurden 




dem Medium neben Ectoin oder 5-Hydroxyectoin auch Glucose (28 mM) als Kohlenstoffquelle 
zugesetzt. 
Für den Enzymtest wurden die Stämme bis zu einer OD578 von 1,0 - 1,2 kultiviert. Dreimal 1,5 ml jeder 
Kultur wurden abzentrifugiert (15 min, 13.000 rpm, 4 °C), der Überstand verworfen und das Pellet bis 
zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 
Die Pellets wurden in je 1,5 ml Z-Puffer resuspendiert und die OD578 im Z-Puffer bestimmt. 200 μl der 
Zellsuspension wurden mit 800 μl Z-Puffer gemischt und anschließend mit 100 μl Chloroform und 50 
μl 0,1 % SDS versetzt. Die Probe wurde 30 sec gevortext und 5 min bei 28°C inkubiert. Unter 
Beachtung der Zeit wurde die Lösung mit ONPG-Lösung versetzt und bei 28°C inkubiert, bis sich eine 
deutliche Gelbfärbung einstellte. An diesem Punkt wurde die Reaktion durch Zugabe von 500 μl 1M 
NaCO3 gestoppt, die Zeitspanne notiert und die Extinktion bei 420 nm und 550 nm gemessen. Als 
Referenz diente ein identisch behandelter Ansatz ohne Zellextrakt. Der Proteingehalt wurde über die 
optische Dichte (OD578) abgeleitet. Die β- Galaktosidaseaktivität in Miller Units lässt sich wie folgt 
berechnen:  
 
Miller Units = 1000 * [(OD420 - 1,75 * OD550)]/(T*V*OD578) 
 
Dabei ist:  
OD420 die Extinktion von o-Nitrophenol bei 420 nm abzüglich des Blindwertes  
V das Volumen des eingesetzten Zellextraktes in ml und 
T die Reaktionsdauer vom Start durch Zugabe von β-ONPG bis zum Stoppen durch Zugabe von 1 M 
Na2CO3 in min  
 
Tabelle 42: Z-Puffer 
Chemikalien   Endkonzentration 
Na2HPO4 x 2 H2O 60 mM 
NaH2PO4 x H2O 40 mM 
KCl 10 mM 
MgSO4 x 7 H2O 1 mM 
→ pH 7   
 
Tabelle 43: Kalium-Phosphat-Puffer 
Chemikalien   Endkonzentration 
Na2HPO4 x 2 H2O 0,06 M 
NaH2PO4 x H2O 0,04 M 
→ pH 7   
 
Tabelle 44: ONPG-Lösung 
Chemikalien   Endkonzentration 
ONPG 4 mg 
→ Kalium-Phosphat-Puffer ad 1 ml   
 
 





6.2.10 Arbeiten mit RNA 
 
6.2.10.1 Isolation von der gesamten RNA aus R. pomeroyi DSS-3 
Für die Präparation der gesamten RNA wurden Zellen von R. pomeroyi DSS-3 in Basalmedium bei 
30°C bis in die frühe Log-Phase angezogen. Dabei wurden jeweils 28 mM Glucose, Ectoin oder 5-
Hydroxyectoin als Kohlenstoffquelle genutzt. NH4Cl wurde als Stickstoffquelle zugesetzt. Die RNA 
wurde durch ein modifiziertes saures Phenol-Verfahren isoliert (381). Dafür wurde das Zellpellet in 
800 μl DEPC-Wasser aufgenommen und 1/10 Volumen 10 % SDS zugesetzt. Das Gemisch wurde 10 
min bei 65°C inkubiert, bis die Lösung klar und viskos wurde. Anschließend wurden 1/10 Volumen 1 
M Natriumacetat (pH 5,2) hinzugegeben und das Gefäß mehrmals invertiert. Die Lösung wurde mit 
einem Volumen warmen Phenol (65°C) versetzt und für 6 min bei 65°C inkubiert. Zwischendurch 
wurde das Gefäß mehrfach invertiert. Die Lösung wurde 10 min bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugiert 
und die obere, wässrige Phase in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Die beschriebene 
Phenolextraktion wurde ein weiteres mal wiederholt. Der Überstand aus der zweiten Phenolextraktion 
wurde mit einem Volumenteil Chloroform versetzt und 5 min bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugiert. Der 
Überstand wurde erneut in ein sauberes Gefäß überführt und die Chloroformextraktion wiederholt. 
Der Überstand der zweiten Chloroformextraktion wurde mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetet (pH5,2) 
und anschließend zwei Volumenteile eiskaltes Ethanol (> 98 %) versetzt. Die Lösung wurde eine 
Stunde bei 4°C inkubiert. Es folgte ein 10-minütiger Zentrifugationsschritt bei 4°C bei 13.000 rpm. Das 
entstehende RNA-Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und erneut wie beschrieben pelletiert. 
Die RNA wurde bei Raumtemperatur für wenige Minuten getrocknet und anschließend in 30 μl DEPC-
Wasser aufgenommen. Die extrahierte RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C 
aufbewahrt. 
 
6.2.10.2 Transkriptions-Analysen durch Northern Dot Blot 
Für die Northern Dot Blot Hybridisierung wurden verschiedene Konzentrationen (180 ng - 3 µg) der 
gesamten RNA aus R. pomeroyi DSS-3, die entweder auf 28 mM Glucose, Ectoin oder 5-
Hydroxyectoin als alleinige Kohlenstoffquelle gewachsen waren, auf eine Nylonmembran (NytranN; 
Schleicher & Schuell) in einer Dot Blot-Apparatur gegeben. Für die Detektion der spezifischen R. 
pomeroyi DSS-3-Gene wurde die gesamte RNA mit Digoxigenin-markierten RNA-Sonden bei 68°C 
hybridisiert und die Membran entsprechend der Herstellerangaben des Dig Northern Starter Kit 
weiterbehandelt. Digoxigenin-markierte antisense RNA-Sonden wurden unter Verwendung desselben 
Kits durch in vitro  Transkription von PCR Produkten erstellt, welche die T7-RNA-
Polymerasepromotorsequenz enthielten. Für die Quantifizierung der Intensität des 
Hybridisierungssignals wurde eine Storm860 Fluoreszenz-Imager und das Image Quant-Software-
Paket (Amersham Pharmacia Biotech) genutzt. 
 
 





Tabelle 45: 20x SSC (DEPC) 
Chemikalien   Endkonzentration 
NaCl 3 M 
Natriumcitrat 0,3 M 
→ pH 7   
 
Tabelle 46: Maleinsäurepuffer (DEPC) 
Chemikalien   Endkonzentration 
Maleinsäure 100 mM 
NaCl 150 mM 
→ pH 7,5   
 
Tabelle 47: Waschpuffer (DEPC) 
Chemikalien   Endkonzentration 
Maleinsäure 100 mM 
NaCl 150 mM 
Tween 0,3 % 
→ pH 7,5   
 
Tabelle 48: Detektionspuffer 
Chemikalien   Endkonzentration 
Tris(pH 9,5) 100 mM 
NaCl 150 mM 
 
Tabelle 49: 10x MOPS-Puffer 
Chemikalien   Endkonzentration 
MOPS 200 mM 
Natriumacetat 50 mM 
EDTA 20 mM 
→ pH 7   
 
Alle Lösungen, die mit DEPC markiert sind, wurden direkt mit 0,1 % DEPC versetzt und über Nacht 
unter Rühren inkubiert. Anschließend wurden die Lösungen autoklaviert. 
 
6.2.11 Bioinformatische Analysen  
Über den Web-Server des 'genome portal of the Department of Energy Joint Genome Institute‘ 
(http://genome.jgi.doe.gov/) (JGI) (292,293) wurden Proteinhomologe des EutD-Proteins (accession 
number: AAV94440.1) von R. pomeroyi DSS-3 gesucht. Dazu wurde der BLAST-Algorithmus 
(Altschul et al., 1990) des Servers genutzt (Suchdatum: 06.01.2016) und in Genomsequenzen von 
fertiggestellten und unfertigen hinterlegten Genomsequenzen gesucht. Mit Hilfe der 
Gennachbarschaftsanzeige (http://img.jgi.doegov/cgi-bin/pub/main.cgi) des JGI-Web-Servers wurden 
diejenigen eutD-ähnlichen Gene ausgewählt, die mindestens zwei oder mehr der anderen eutABCE-
asnC-ssd-atf katabolischen Gene in der direkten Umgebung auswiesen. Ein Aminosäure-
Sequenzalignment der EutD-Orthologen wurde mit ClustalΩ (382) ausgeführt und für die Erstellung 




eines phylogenetischen Stammbaumes verwendet. Dieser wurde mit Hilfe des online Servers 
Interactive Tree of Life (http://itol.embl.de/) (294) erstellt. 
Die Genome dieser potentiellen Ectoin-Abbauer wurden auf das Vorhandensein weiterer Gene 
untersucht. Es wurde analysiert, ob und wie viele Gene für den potentiellen 5-Hydroxyectoin-Abbau 
vorhanden sind, ob und für welchen Ectoin-Transporter (UehABC, EhuABCD, TeaABC) kodiert wird, 
ob ein enuR- oder asnC-Regulator vorhanden ist oder im Gencluster zusätzliche Gene kodiert 
werden, denen bisher keine Funktion in dem Ectoin-Abbaucluster zugeordnet werden konnte (γ-
Glutamyltransferase oder ein NADPH:Chinon-Reduktase). Eine zusätzliche BLAST-Suche (383) über 
den Web-Server des ‚genome portal of the Department of Energy Joint Genome Institute‘ 
(http://genome.jgi.doe.gov/) (JGI) (292,293) wurde vorgenommen, um in den gefundenen Genomen 
die Anwesenheit von Genen für die Ectoin und 5-Hydroxyectoin Synthese (ectABCD) aufzuzeigen 
(6,91). Dafür wurde nach Proteinhomologen von EctC (accsession number: AAY29688) und EctD 
(accsession number: AAY29689) aus Virgibacillus salexigens gesucht.





Tabelle 50: Verwendete Primer 
Bezeichnung Sequenz (5’→3’) Beschreibung 
gntR_ingene_for 
 
GTTTCAGCTGAGCAGCGAACGTGGTC Forward Primer für die site-directed mutagenisis von pBAS3; 
Konstruktion von pBAS17 
gntR_ingene_rev 
 
CTAAATGCCGGACGGCTAATGCTCAGATC Reverse Primer für die site-directed mutagenesis von pBAS3; 
Konstruktion von pBAS17 
LacZenuR_up_for GCGAATTCCTTCATGTTCAGCGCCCTC Forward PCR-Primer für die Klonierung von pBAS19 und pBAS20 
LacZenuR_PstI_rev GCCTGCAGGATCGGGCAGCCAATTTG Reverse PCR-Primer für die Klonierung von pBAS19 
LacZuehA_PstI_rev GCCTGCAGCAAAGGTGAAAGTGATGGATTGA
G 
Forward PCR-Primer für die Klonierung von pBAS21 
LacZuehA_EcoRI_for GCGAATTCCGGAGCGATACGAAATCG Reverse PCR-Primer für die Klonierung von pBAS21 und pBAS20 




Forward Primer für die site-directed mutagenisis von pBAS20; 
Konstruktion von pBAS23  
WT_Lys -> Ala_ rev CAAACCGGAAACGGTGCATGCTGTAAAAGTC
GTGAGGTAAATC 
Reverse Primer für die site-directed mutagenisis von pBAS20; 
Konstruktion von pBAS23 
NB_gntR_fw GATTGATCGACGGCCAGGTTGG Forward Primer für die Amplifikation des enuR Genfragments für die 
in vitro  Transkription mittels T7-RNA Polymerase  
NB_gntR_revT7 TAATACGACTCACTATAGGGAGGCAGCAGGAA
CAGGACCTTGGCG 
Reverse Primer für die Amplifikation des enuR Genfragments für die 
in vitro  Transkription mittels T7-RNA Polymerase 
NB_uehA_fw TGGCTCAATCCATCACTTTCACC Forward Primer für die Amplifikation des uehA Genfragments für die 
in vitro  Transkription mittels T7-RNA Polymerase 
NB_uehA_revT7 TAATACGACTCACTATAGGGAGGACCTCGTCC
AGATCCGAACAGG 
Reverse Primer für die Amplifikation des uehA Genfragments für die 
in vitro  Transkription mittels T7-RNA Polymerase 




Bezeichnung Sequenz (5’→3’) Beschreibung 
NB_eutD_fw CTGGATCTTCTGATCGTCACAGACC Forward Primer für die Amplifikation des eutD Genfragments für die 
in vitro  Transkription mittels T7-RNA Polymerase 
NB_eutD_revT7 TAATACGACTCACTATAGGGAGGCGCATCATA
GATATCGGCCACC 
Reverse Primer für die Amplifikation des eutD Genfragments für die 
in vitro  Transkription mittels T7-RNA Polymerase 
NB_ssd_fw AACGCCTGGTGATGGAACTGG Forward Primer für die Amplifikation des ssd Genfragments für die in 
vitro  Transkription mittels T7-RNA Polymerase 
NB_ssd_revT7 TAATACGACTCACTATAGGGAGGGCTGTGCAC
ATAGGCCACCAG 
Reverse Primer für die Amplifikation des ssd Genfragments für die in 
vitro  Transkription mittels T7-RNA Polymerase 
NB_dddW_for CATTGACGCCGAAAACGTGCC Forward Primer für die Amplifikation des dddW Genfragments für die 
in vitro  Transkription mittels T7-RNA Polymerase 
NB_dddW_rev TAATACGACTCACTATAGGGAGGCCGTGCCAT
GTTCCGCATC 
Reverse Primer für die Amplifikation des dddW Genfragments für die 
in vitro  Transkription mittels T7-RNA Polymerase 
NB_atf_for GGAAAAGAAAAAGATCATCTCGCGC Forward Primer für die Amplifikation des atf Genfragments für die in 
vitro  Transkription mittels T7-RNA Polymerase 
deltaGF_up_for ACAGCTATGACATGATTACGCTTCATGTTCAG
CGCCCT 
Forward Primer für die Amplifikation des Fragments upstream von 
enuR für die Klonierung des pBAS24-Plasmids 
deltaGF_up_rev GGCTTATGTCAATTCGAGCTGCCGTCCGATAC
CCTAGC 
Reverse Primer für die Amplifikation des Fragments upstream von 
enuR für die Klonierung des pBAS24-Plasmids 
Gentamycin_GF_for GCTAGGGTATCGGACGGCAGCTCGAATTGAC
ATAAGCC 
Forward Primer für die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von 
p34S_Gm für die Klonierung des pBAS24-Plasmids 
Gentamycin_GF_rev CTGATGTTGACACGCAGGTTAGGTGGCGGTA
CTTGGG 
Reverse Primer für die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von 
p34S_Gm für die Klonierung des pBAS24-Plasmids 
deltaGF_down_for CCCAAGTACCGCCACCTAACCTGCGTGTCAAC
ATCAG 
Forward Primer für die Amplifikation des Fragments downstream von 
atf für die Klonierung des pBAS24-Plasmids 




Bezeichnung Sequenz (5’→3’) Beschreibung 
deltaGF_down_rev CCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAG
CGCGCTGCTTTATCTGG 
Reverse Primer für die Amplifikation des Fragments downstream von 
atf für die Klonierung des pBAS24-Plasmids 
deltaEnuR_ingene_up_for CACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGCT
GAAATGGCTATTGCAGGC 
Forward Primer für die Amplifikation des Fragments upstream von 
enuR für die Klonierung des pBAS34-Plasmids 
rev_deltaEnuR_ingene_up_rev CCCAAGTACCGCCACCTAAGCAATACATGTAC
AATTGAGTGACAC 
reverse Primer für die Amplifikation des Fragments upstream von 
enuR für die Klonierung des pBAS34-Plasmids 
rev_Gentamycin_ingene_for:  GTGTCACTCAATTGTACATGTATTGCTTAGGT
GGCGGTACTTGGG 
Forward Primer für die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von 
p34S_Gm für die Klonierung des pBAS34-Plasmids 
rev_Gentamycin_ingene_rev:   CAGCCGAAGACGACAATCCAGCTCGAATTGA
CATAAGCCTG 
reverse Primer für die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von 





forward Primer für die Amplifikation des Fragments in enuR für die 





reverse Primer für die Amplifikation des Fragments in enuR für die 
Klonierung des pBAS34-Plasmids 
deltaeutD_up_for:  CACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGGT
CTGCATCATCGGCGCAG 
Forward Primer für die Amplifikation des Fragments upstream von 
eutD für die Klonierung des pBAS35-Plasmids 
deltaeutD_up_rev CAGGCTTATGTCAATTCGAGCTGTGCTCGGTT
CCTGATTGATCAAC 
reverse Primer für die Amplifikation des Fragments upstream von 
eutD für die Klonierung des pBAS35-Plasmids 
Gentamicin_eutD_for GTTGATCAATCAGGAACCGAGCACAGCTCGAA
TTGACATAAGCCTG 
Forward Primer für die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von 
p34S_Gm für die Klonierung des pBAS35-Plasmids 
Gentamicin_eutD_rev GAAATCGGGTTCTTCTGCATCGTTAGGTGGCG
GTACTTGGG 
reverse Primer für die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von 
p34S_Gm für die Klonierung des pBAS35-Plasmids 
deltaeutD_down_for CCCAAGTACCGCCACCTAACGATGCAGAAGA
ACCCGATTTC 
forward Primer für die Amplifikation des Fragments downstream von 
eutD für die Klonierung des pBAS35-Plasmids 




Bezeichnung Sequenz (5’→3’) Beschreibung 
deltaeutD_down_rev(XbaI)  CCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAG
CATTTCCTCGACCGCGGTG 
reverse Primer für die Amplifikation des Fragments downstream von 
eutD für die Klonierung des pBAS35-Plasmids 
deltaasnC/ssd_up_for:   CACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGCC
GAGAAAATCGCCGATTACTTC 
Forward Primer für die Amplifikation des Fragments upstream von 
asnC für die Klonierung des pBAS42-Plasmids 
deltaasnC/ssd_up_rev:   CAGGCTTATGTCAATTCGAGCTGTCCGCCTCT
CAGGCGC 
reverse Primer für die Amplifikation des Fragments upstream von 
asnC für die Klonierung des pBAS42-Plasmids 
Gentamycin_asnC/ssd_for:  GCGCCTGAGAGGCGGACAGCTCGAATTGACA
TAAGCCTG 
Forward Primer für die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von 
p34S_Gm für die Klonierung des pBAS42-Plasmids 
Gentamycin_atf/ssd_rev:   CCATGCAGGATGCGCCTGTTAGGTGGCGGTA
CTTGGG 
reverse Primer für die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von 
p34S_Gm für die Klonierung der Plasmide pBAS42 und pBAS49 
deltaatf/ssd_down_for:   CCCAAGTACCGCCACCTAACAGGCGCATCCT
GCATGG 
forward Primer für die Amplifikation des Fragments downstream von 
atf für die Klonierung der Plasmide pBAS42 und pBAS49 
deltaatf/ssd_down_rev(XbaI)   CCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAG
CGGAGGTCATCCGCATCTCG 
reverse Primer für die Amplifikation des Fragments downstream von 
atf für die Klonierung der Plasmide pBAS42 und pBAS49 
deltaatf/ssd_up_for CACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGGA
GGCGGACCCATGCAACTG 
Forward Primer für die Amplifikation des Fragments upstream von 
ssd für die Klonierung des pBAS49-Plasmids 
deltaatf/ssd_up_rev CAGGCTTATGTCAATTCGAGCTGTTGTCCTCC
TCGGGTCTTGCAG 
reverse Primer für die Amplifikation des Fragments upstream von ssd 
für die Klonierung des pBAS49-Plasmids 
Gentamycin_atf/ssd_for CTGCAAGACCCGAGGAGGACAACAGCTCGAA
TTGACATAAGCCTG 
Forward Primer für die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von 
p34S_Gm für die Klonierung des pBAS49-Plasmids 
deltaEutABC_up_for CACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGCG
GCACCATCATCACCCTG 
Forward Primer für die Amplifikation des Fragments upstream von 
eutA für die Klonierung des pBAS44-Plasmids 
deltaEutABC_up_rev CAGGCTTATGTCAATTCGAGCTTTGGTTTCCT
AAACAACAAGTACAGGC 
reverse Primer für die Amplifikation des Fragments upstream von 
eutA für die Klonierung des pBAS44-Plasmids 




Bezeichnung Sequenz (5’→3’) Beschreibung 
Gentamycin_EutABC_for GAAACGCCTGTACTTGTTGTTTAGGAAACCAA
AGCTCGAATTGACATAAGCCTG 
Forward Primer für die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von 
p34S_Gm für die Klonierung des pBAS44-Plasmids 
Gentamycin_EutABC_rev GGGTCTGCCATGTGCTCGGTTCCTGATTGATT
AGGTGGCGGTACTTGGG 
reverse Primer für die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von 
p34S_Gm für die Klonierung des pBAS44-Plasmids 
deltaEutABC_down_for CTTTGATATCGACCCAAGTACCGCCACCTAAT
CAATCAGGAACCGAGCACATG 
forward Primer für die Amplifikation des Fragments downstream von 
eutC für die Klonierung des pBAS44-Plasmids 
deltaEutABC_down_rev CCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAG
GCCCGCATCATAGATATCGGC 
reverse Primer für die Amplifikation des Fragments downstream von 
eutC für die Klonierung des pBAS44-Plasmids 
deltaEutA-atf_up_for CACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGCG
GCACCATCATCACCCTG 
Forward Primer für die Amplifikation des Fragments upstream von 
eutA für die Klonierung des pBAS49-Plasmids 
deltaEutA-atf_up_rev CAGGCTTATGTCAATTCGAGCTTTGGTTTCCT
AAACAACAAGTACAGGC 
reverse Primer für die Amplifikation des Fragments upstream von 
eutA für die Klonierung des pBAS49-Plasmids 
Gentamycin_EutA-atf_for GAAACGCCTGTACTTGTTGTTTAGGAAACCAA
AGCTCGAATTGACATAAGCCTG 
Forward Primer für die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von 
p34S_Gm für die Klonierung des pBAS49-Plasmids 
Gentamycin_EutA-atf_rev GGGTCTGCCATGTGCTCGGTTCCTGATTGATT
AGGTGGCGGTACTTGGG 
reverse Primer für die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von 
p34S_Gm für die Klonierung des pBAS49-Plasmids 
deltaEutA-atf_down_for CTTTGATATCGACCCAAGTACCGCCACCTAAT
CAATCAGGAACCGAGCACATG 
forward Primer für die Amplifikation des Fragments downstream von 
atf für die Klonierung des pBAS49-Plasmids 
deltaEutA-atf_down_rev CCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAG
GCCCGCATCATAGATATCGGC 
reverse Primer für die Amplifikation des Fragments downstream von 
atf für die Klonierung des pBAS49-Plasmids 
deltantrXY_up_for CACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGCG
GGTCGACGATATCCCG 
Forward Primer für die Amplifikation des Fragments upstream von 
ntrX für die Klonierung des pBAS41-Plasmids 
deltantrXY_up_rev CAGGCTTATGTCAATTCGAGCTGGTTGCCACC
TGCTGCC 
reverse Primer für die Amplifikation des Fragments upstream von 
ntrX für die Klonierung des pBAS41-Plasmids 




Bezeichnung Sequenz (5’→3’) Beschreibung 
Gentamycin_ntrXY_for GGCACATCAGGATGAGGGCAGCAGGTGGCAA
CCAGCTCGAATTGACATAAGCCTG 
Forward Primer für die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von 
p34S_Gm für die Klonierung des pBAS41-Plasmids 
Gentamycin_ntrXY_rev CCCGCAGGCTAGGGGCGCAACGCCTTCTTAC
TCTTAGGTGGCGGTACTTGGG 
reverse Primer für die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von 
p34S_Gm für die Klonierung des pBAS41-Plasmids 
deltantrXY_down_for CACTTTGATATCGACCCAAGTACCGCCACCTA
AGAGTAAGAAGGCGTTGCGC 
forward Primer für die Amplifikation des Fragments downstream von 
ntrY für die Klonierung des pBAS41-Plasmids 
deltantrXY_down_rev CCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAG
GATGATGACCTTCATTCCCTGG 
reverse Primer für die Amplifikation des Fragments downstream von 
ntrY für die Klonierung des pBAS41-Plasmids 
uehA_up_for(gntR)     GACAAATTGGCTGCCCGATCCCTCCG Forward Primer für das Protein-Fishing 
uehA_up_rev_Biotin GAATTGGCCTCGATTTCCTCTTTGAATTTCTGG
G 
Biotinilierter reverse Primer für das Protein Fishing 
 
 





Tabelle 51: verwendete Plasmide 
Plasmid Beschreibung Referenz 
pK18mobsacB Suicide vector für R. pomeroyi DSS-3 , Kan
R
 (384) 
pBIO1878 Vector with lacZ-Reportergen (43) 
p34S_Gm Plasmid mit Gentamycin (Gm)- Resistenzkassette (377) 
pRK2013 Helferplasmid für die Konjugation (385) 
pBAS2
1 
synthetisches, codonoptimiertes enuR-Gene in  pENTRY-IBA20 kloniert diese Arbeit 
pBAS3 synthetisches, codonoptimiertes enuR-Gene aus R. pomeroyi DSS-3 in  pASG-IBA3 
kloniert 
diese Arbeit 
pBAS17 pBAS3 mit Codonaustausch-Mutation (AAA/CAT) in enuR welches zum Austausch 
von Lys-302 mit His führt 
diese Arbeit 
pBAS19 Upstream Region (1.1 kbp) von enuR in pBIO1878 diese Arbeit 
pBAS20 2.617 bp upstream von uehA in pBIO1878 diese Arbeit 
pBAS21 500 bp upstream von uehA in pBIO1878 diese Arbeit 
pBAS23 pBAS20 mit Codonaustausch-Mutation (AAA/CAT) in enuR welches zum Austausch 
von Lys-302 mit His führt 
diese Arbeit 
pBAS24 Flankierende Regionen des enuR-Operon und eine Gm
R
 Kassette in pK18mobsacB 
 
diese Arbeit 





pBAS35 Flankierende Regionen des eutD-Gens und eine Gm
R
 Kassette in pK18mobsacB diese Arbeit 




Plasmid Beschreibung Referenz 
pBAS41 Flankierende Regionen des ntrY (upstream)- und ntrX (downstream)-Kassette in 
pK18mobsacB 
diese Arbeit 
pBAS44 Flankierende Regionen des eutA (upstream)- und atf (downstream)-Gens und eine 
Gm
R
 Kassette in pK18mobsacB 
diese Arbeit 
pBAS45 Flankierende Regionen des eutA (upstream)- und eutC (downstream)-Gens und 
eine Gm
R
 Kassette in pK18mobsacB 
diese Arbeit 
pBAS49 Flankierende Regionen des ssd (upstream)- und atf (downstream)-Gens und eine 
Gm
R
 Kassette in pK18mobsacB 
diese Arbeit 





















Tabelle 52: verwendete Bakterienstämme 
Stamm Genotyp Referenz 
Escherichia coli DH5α F
-













) mit Prophage DE3 (kodiert für T7 RNA Polymerase) und 




Escherichia coli top10 F
-
 [araD139]B/r Δ(argF-lac)169* &lambda
-
 e14- flhD5301 Δ(fruK-yeiR)725 (fruA25)‡ 
relA1 rpsL150(strR) rbsR22 Δ(fimB-fimE)632(::IS1) deoC1 
(387) 





 Mutante des R. pomeroyi DSS-3 Wildtyps (388) 
ASR6
1
 Δ(enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1 diese Arbeit 
ASR7
1
 Δ(enuR::Gm)1 diese Arbeit 
ASR8
1
 Δ(eutD::Gm)1 diese Arbeit 
ASR9
1
 Δ(ntrXY::Gm)1 diese Arbeit 
ASR10
1
 Δ(asnC-ssd-atf::Gm)1 diese Arbeit 
ASR11
1
 Δ(eutABC::Gm)1 diese Arbeit 
ASR12
1
 Δ(eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1 diese Arbeit 
ASR14
1
 Δ(ssd-atf::Gm)1 diese Arbeit 
1
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Abbildung A1: Wachstum von R. pomeroyi-Kulturen auf Glucose 
Dargestellt ist das Wachstumsverhalten von R. pomeroyi J470, R. pomeroyi ASR6 [Δ(enuR-uehABC-
usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1] und R. pomeroyi ASR12 [Δ(eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1 ] in 
































Abbildung A2: Katabolitrepression des katabolen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Stoffwechselweges 
in R. pomeroyi J470 
Gezeigt ist die Promotoraktivität der PenuR-enuR
+
-PuehA-lacZ-Fusion in R. pomeroyi J470. Die 
entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium mit Glucose/NH4Cl, Ectoin, Glucose/NH4Cl und 
Ectoin, 5-Hydroxyectoin oder Glucose/NH4Cl mit 5-Hydroxyectoin bei 30°C kultiviert. Glucose, Ectoin 
und 5-Hydroxyectoin wurden in einer Konzentration von 28 mM hinzugegeben. Die Expression 
ausgehend von PuehA sinkt auf etwa 60%, wenn Ectoin im Medium vorliegt und auf etwa 75%, wenn 
5-Hydroxyectoin im Medium vorhanden ist. Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus 



























































































Abbildung A3: Massenspektren von EnuR und EnuR* 
Die rekombinanten Proteine EnuR-Strep-tag II (A) und EnuR*-Strep-tag II (B) wurden mittels 
Affinitätschromatographie gereinigt und über einen HPLC-Lauf entsalzt. Die MS-Analyse erfolgte mit 
einem Synapt G2Si mass spectrometer. Detektiert wurden positive Ionen innerhalb eines 
Massenbereichs von 500-5000 m/z. (A) Der Masssenpeak des ganzen EnuR-Peptids ist mit einem 
roten Stern gekennzeichnet, der Massenpeak für EnuR ohne Startmethionin mit einem grünen Stern. 
(B) Der Masssenpeak des ganzen EnuR*-Peptids ist mit einem hellblauen Stern gekennzeichnet, der 












Abbildung A4: Untersuchungen des Verhaltens von EnuR in der Thermophorese nach Zusatz 
verschiedener Liganden 
Fluoreszenz-markiertes EnuR (200 nM) wurden mit einer seriellen Verdünnung (1:2) von (A) 5-
Hydroxyectoin, (B) Ectoin, (C) Nγ-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat und (D) Nγ-Acetyl-β-Hydroxy-L-2,4-
Diaminobutyrat   (Konzentrationen zwischen 1 mM und 3,6 nM) im Thermophoresepuffer (10 mM Tris-
HCl pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,2 % Tween) titriert. Die MST Bindereaktionen wurden mit dem Monolith 




































































































Abbildung A5: Expressionsmuster der PenuR-enuR
+
-PuehA-lacZ-Reportergenfusion in 
R. pomeroyi ASR14 [Δ(ssd-atf::Gm)1] 
Gezeigt ist die Promotoraktivität der PenuR-enuR
+
-PuehA-lacZ-Fusion im R. pomeroyi J470 Wildtyp 
(schwarz) und in R. pomeroyi ASR14 (grün). Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium 
mit Glucose/NH4Cl, Ectoin oder 5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle bei 30°C 
kultiviert. Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Parallelen mit 

























Abbildung A6: Aminosäuresequenzvergleich des 5-Hydroxyectoine/Ectoin-Substratbindeproteins (EhuB) des EhuABCD ABC-Transporters von 
S. meliloti Ausgewählt wurden 15 Aminosäuresequenzen  von Substratbindeproteinen der EhuB-Typ ABC-Transporter  in 5-Hydroxyectoin/Ectoine-







Abbildung A7: Aminosäuresequenzvergleich des 5-Hydroxyectoine/Ectoin-Substratbindeproteins (UehA) des UehABC TRAP-Transporters von 
R. pomeroyi DSS-3 Ausgewählt wurden 15 Aminosäuresequenzen  von Substratbindeproteinen der UehA-Typ TRAP-Transporter  in 5-Hydroxyectoin/Ectoin-






Abbildung A8: Aminosäuresequenzvergleich des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Substratbindeproteins (TeaA) des TeaABC TRAP-Transporters von 
H. elongata Ausgewählt wurden 15 Aminosäuresequenzen  von Substratbindeproteinen der TeaA-Typ TRAP-Transporterr  in 5-Hydroxyectoin/Ectoin-






Abbildung A9: Aminosäuresequenzvergleich von EnuR-Typ MocR/GabR-Regulatoren Ausgewählt wurden 15 Aminosäuresequenzen  von EnuR-Typ 
Regulatoren, die mit einem 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbaucluster assoziiert sind. Der grüne Balken markiert das putative helix-turn-helix Motiv, der orange Balken 
die Aminotransferase-ähnliche Domäne. Die roten Pfeile deuten auf jeden Aminosäuren die konserviert sind, für die nicht-kovalente PLP-Bindung. Der rote Pfeil 








Abbildung A10: Aminosäuresequenzvergleich von AsnC-Typ Lrp/AsnC-Regulatoren Ausgewählt wurden 15 Aminosäuresequenzen  von AsnC-Typ 
Regulatoren, die mit einem 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbaucluster assoziiert sind. Der grüne Balken markiert das putative helix-turn-helix Motiv, der orange Balken 







Aminosäuresequenzvergleich von NtrX-Typ 
Antwortregulatoren Ausgewählt wurden 15 
Aminosäuresequenzen  von NtrX-Typ 
Antwortregulatoren, die als Teil eines NtrXY-
Zweikomponentensystems in den Genomen 
von 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauern kodiert 
werden. Der pinkfarbene Balken markiert die 
katalytische REC-Domäne. Der orangefarbene 
Balken markiert die putative ATP-Bindedomäne 
innerhalb dessen die ATP-Bindestelle (grüne 
Pfeile) liegt. Der konservierte Argininfinger ist 
mit einem roten Pfeil markiert. Das putative 
helix-turn-helix Motiv wird durch einen grünen 
Balken eingefasst. Der für die Orientierung des 
ATPs wichtige Argininfinger ist durch einen 





Abbildung A12:  Aminosäuresequenzvergleich von NtrY-Typ Sensorkinasen Ausgewählt wurden 
15 Aminosäuresequenzen  von NtrY-Typ Sensorkinasen, die als Teil eines NtrXY-
Zweikomponentensystems in den Genomen von 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauern kodiert werden. 
Die grünen Balken markieren die putativen membranspannenden Domänen. Jede dieser Domänen 
besteht aus 20 Aminosäuren. Die Bereiche zwischen Membrandomäne 1 und 2, sowie 3 und 4 liegen 
im Periplasma. Der pinkfarbene Balken umspannt die PAS-Signalerkennungsdomäne. Mit dem gelben 
Balken wurde die Dimerisierungsdomäne (HiskA Superfamilie) markiert, welche zusätzlich die 
Phosphorylierungsstelle (Histidin) enthält. Der orangefarbene Balken markiert die putative HATPase-





Tabelle A1: Die Induzierbarkeit des uehA-Promotors in verschiedenen R. pomeroyi-Mutantenhintergründen Quantitative Auflistung der gemessenen 
LacZ-Assay-Ergebnisse. Aufgezeigt sind die verwendeten R. pomeroyi-Stämme und ihre entsprechenden Genotypen, sowie die darin enthaltene lacZ-Fusion. 
Die angegebenen Miller Units (MU) errechneten sich aus vier biologischen Parallelen und je drei technischen Parallelen. Der angegebene Induktionsfaktor (in 
Klammern angegeben; fett gedruckt) errechnete sich aus dem Quotienten zwischen Mutanten-Promotoraktivität und Wildtyp-Promotoraktivität [in rot (PenuR-
enuR
+
-PuehA-lacZ-Fusion) bzw. blau (PuehA-lacZ-Fusion)  dargestellt].   
         
    LacZ-Aktivität  [MU] (Induktionsfaktor)   




J470 wildtyp PuehA-lacZ 22  ±  3 14  ±  7 34 ± 11    
J470 wildtyp PenuR-enuR-PuehA-lacZ 24 ± 8 870 ± 33 2269 ± 128 444 ± 60 1753 ± 149  
J470 wildtyp PuehA-lacZ 21 ± 5 622 ± 4,5 1347 ± 23 414 ± 21 502 ± 97  
ASR6 Δ(enuR-eutABCDE-asnC-
ssd-atf::Gm)1 
PenuR-enuR-PuehA-lacZ 26 ± 4   19 ± 2 (0,045) 20 ± 1 (0,011)  
ASR7 Δ(enuR1-975::Gm)1 PuehA-lacZ 29 ± 3 25 ± 5 47 ± 15    
ASR7 Δ(enuR1-975::Gm)1 PenuR-enuR-PuehA-lacZ 25 ± 8 698 ± 85 4368 ± 205 (2)    
ASR7 Δ(enuR1-975::Gm)1 PuehA-lacZ 420 ± 130 388 ± 58 (0,62) 690 ± 373 (0,51)    
ASR7 Δ(enuR1-975::Gm)1 PenuR-enuR*-PuehA-lacZ 39 ± 8 26 ± 6 (0,029) 29 ± 3 (0,013)    
ASR8 Δ(eutD::Gm)1 PenuR-enuR-PuehA-lacZ 16 ± 7   172 ± 79 (0,38) 1736 ± 142  
ASR9 Δ(ntrXY::Gm)1 PenuR-enuR-PuehA-lacZ 15 ± 0,5   195 ± 143 (0,43) 278 ± 184 (0,16)  
ASR10 Δ(asnC-ssd-atf::Gm)1 PenuR-enuR-PuehA-lacZ 17 ± 0,5   222 ± 19 (0,5) 281 ± 198 (0,16)  
ASR11 Δ(eutABC::Gm)1 PenuR-enuR-PuehA-lacZ 39 ± 18   376 ± 107 (0,85) 198 ± 15 (0,11)  
ASR12 Δ(eutABCDE-asnC-ssd-
atf::Gm)1 
PenuR-enuR-PuehA-lacZ 35 ± 14   325 ± 15 (0,73) 338 ± 147 (0,2)  
ASR13 Δ(enuR1-1395::Gm)1 PuehA-lacZ 28 ± 11 29 ± 3 (0,046) 51 ± 10 (0,037)    
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